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RESUMO

A dopamina € um neurotransmissor responsavel pela sensagdo de bem-estar,
prazer, felicidade e esta associado ao sistema de recompensa do corpo humano.
Estes efeitos surgem a partir da sua interagdo com receptores especificos
localizados nos neurdnios pés-sinapticos. Os receptores D2 e D3 sdo considerados
alvos em tratamentos envolvendo antipsicoticos, apresentando, entretanto, efeitos
extrapiramidais indesejados aos pacientes. Tais efeitos estdo relacionados a
interagcdo nao-seletiva de compostos farmacologicos aos dois receptores. A
estrutura cristalizada do D3 e métodos de bioquimica quantica permitem tragar um
perfil de interacao destes receptores com a dopamina. A dopamina foi submetida a
docking molecular nas estruturas de D2 e D3, apresentando maior energia de
interagcdo em D3 que D2. Dinamica molecular foi realizada com a pose mais
adequada obtida a partir do docking. Houve pequena variagdo de RMSD da
dopamina ao longo da dinamica, indicando estabilidade do sistema. As
coordenadas finais foram minimizadas e utilizadas para o calculo quantico,
adotando-se a metodologia do MFCC (Fracionamento Molecular com Capas
Conjugadas). Os calculos demonstraram a importancia dos residuos Asp114/-24,92
kcal/mol (Asp110/-23,80 kcal/mol) na ligagdo da dopamina aos receptores D2 e D3.
Outros residuos também apresentaram importancia, como: Val115 (Val111),
Phe389 (Phe345) e 1le184 (lle183). His349/-9,89 kcal/mol (His393/-2,50 kcal/mol)
apresentaram grande diferenca de energia de ligacéo entre si e, enquanto His349
situou-se a 2,50 A da dopamina, His393 ficou a 3 A. As diferengas de energia de
ligacdo encontradas entre alguns residuos equivalentes da estrutura primaria das
duas proteinas ocorreram devido as diferencas estruturais entre as duas estruturas,
e também pelas diferentes conformacdes da dopamina nos dois complexos. A
energia de ligacao total da dopamina em D2 (-70,06 kcal/mol) foi praticamente igual
que em D3 (-66,53 kcal/mol). Os calculos avaliam a energia do estado unico de
ligacdo, levando em consideracdo a entalpia da ligacéo. Isto explica em parte o
conflito existente entre dados obtidos in silico e experimentais, que afirmam a maior
afinidade da dopamina ao D3. Novos testes devem ser realizados a fim de se

explicar de maneira mais realista a relagao entre os receptores e a dopamina.

Palavras-chave: dopamina; receptores dopaminérgicos; MFCC.



ABSTRACT

Dopamine is a neurotransmitter responsible for the sense of well-being, pleasure,
happiness, and is associated with the reward system of the human body. These
effects arise from their interaction with specific receptors located in the postsynaptic
neurons. D2 and D3 receptors are considered targets in antipsychotic treatments,
however, they lead to undesirable extrapyramidal effects to patients. Such effects
are related to the non-selective interaction of pharmacological compounds with the
two receptors. The crystallized structure of D3 and quantum biochemistry methods
allow us to trace an interaction profile of these receptors with dopamine. Dopamine
was submitted to molecular docking in the D2 and D3 structures, presenting higher
interaction energy in D3 than D2. Molecular dynamics was performed with the most
adequate pose obtained from the docking. There was little variation of dopamine
RMSD throughout the dynamics, indicating system stability. The final coordinates
were minimized and used for the quantum computation, adopting the MFCC
methodology (Molecular Fractionation with Conjugated Caps). The calculations
demonstrated the importance of Asp114/-24.92 kcal/mol (Asp110/-23.80 kcal/mol)
residues on dopamine bound to D2 and D3 receptors. Other residues also
presented importance, examples being: Val115 (Val111), Phe389 (Phe345) and
lle184 (lle183). His349/-9.89 kcal/mol (His393/-2.50 kcal/mol) showed a large
energy difference in bound to dopamine and, while His349 was at 2.50 A of
dopamine, His393 was at 3 A. The bound energy differences found between some
equivalent residues of the primary structure of the two proteins occurred due to the
structural differences between the two structures, as well as the different
conformations of dopamine in the two complexes. The total bound energy of
dopamine in D2 (-70.06 kcal/mol) was practically the same as in D3 (-66.53 kcal/
mol). The calculations evaluate the energy of the single bond state, taking into
account bond enthalpy. This explains in part the conflict between data obtained in
silico and experimental, which affirm the greater dopamine’s affinity with D3. New
tests should be performed in order to more realistically explain the relationship

between receptors and dopamine.

Keywords: dopamine; dopaminergic receptors; MFCC.
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1. INTRODUC}AO
1.1 Fundamentos da neurociéncia

O sistema nervoso, formado por bilhdes de neurdnios agrupados, produz e
regula diversos aspectos fisioldgicos do corpo humano. Os neurdnios interagem entre
si, recebendo e transmitindo informagdes, fazendo com que as mesmas sejam
processadas e armazenadas (KANDEL et al.,, 2004). A figura 1 demonstra este
processo. O cérebro contém ao seu redor 10! neurdnios e cada um deles formam
conexdes, chamadas de sinapses, com até duzentos mil outros neurénios (KUFLLER,;
NICHOLLS; MARTIN, 1984). Um unico neurdnio pode ser influenciado por diferentes
estimulos oriundos de outros neurdnios. Canais idbnicos como os de sédio e potassio
presentes nos neurbnios sao responsaveis pelo desenvolvimento do potencial de acéo
caracteristico da transmissdo de sinal entre células nervosas. Os canais de sodio
permitem a entrada de Na*t, causando a despolarizagdo da célula e gerando o
potencial de agdo. Ja os canais de potassio permitem a saida de K*, gerando assim
a repolarizacéo da célula e o reestabelecimento do potencial de repouso (PURVES,
2012; REVEST & LONGSTAFF, 1998). As informacgdes contidas nos sinais gerados
irAo depender do balango dos potenciais excitatérios e inibitérios gerados
anteriormente pelo potencial de agdo dos neurdnios transmissores da mensagem
(KANDEL et al., 2004).

Figura 1: Estrutura existente na comunicacao entre dois neurénios

\

7 Dendritos

\

Corpo Celular

~f NG XDy,
o o ] Nucleo & e =
f. .. e —
/ \ f/ — Direcéo do Sinal
7 JNv 1T\ Conexdo Rebrin

.80 Ax6nio | W e - ¥
Célula 3 2 oy i =
pré-sindptica =~ Terminais_{—{ — célula

Bainhade Sindpticos . > =

pos-sindptica
Mielina ) -7

Fonte:biology.stackexchange.com/questions/22011/neurons-with-thousands-of-connections-whereare-
the-extra-connections-coming-fr — adaptado. Os dendritos da célula emissora recebem diversos sinais
de outros neurbnios, geram um potencial de agdo transmitido pelos axénios que atingem os botbes
terminais e influenciam os dendritos de outra célula nervosa.
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As sinapses sao pontos de comunicacdo pelos quais os neurdnios
emissores (pré-sinapticos) através de seus axdénios transmitem seus sinais para um
neurénio destinatario (pos-sinaptico) (LOPES et al., 1999). As sinapses podem ser
divididas em: quimicas ou elétricas. As sinapses elétricas apresentam como vantagem
a velocidade na qual o sinal é repassado. Neste tipo, os impulsos elétricos passam
diretamente da célula pré-sinaptica para a pds-sinaptica. A sinapse quimica, por sua
vez, envolve a liberacdo de neurotransmissores (NT), substancias que modulam e
transportam sinais entre os neurdnios (CHUDLER, 1996; THOMPSON, 2000).
Vesiculas sinapticas (VS) estdo presentes no terminal pré-sinaptico e sao
encarregadas de secretar os NTs para o espag¢o de comunicagdo entre um neurénio
pré-sinaptico e outro pés-sinaptico chamado de fenda sinaptica (FS), caracterizando
o processo de sinapse (LENT, 2010; KREBS; WEINBEG; AKESSON, 2013). No

quadro 1 é possivel verificar os principais NTs e suas respectivas classes.

Quadro 1: Principais substancias com propriedades neurotransmissoras ou neuromoduladoras

Catecolaminas Adenosina
Dopamina (DA) Adenosina trifosfato (ATP)
Morepinefrina (NE) Neuropeptideos
Epinefrina Encefalinas
Indolaminas f-endorfinas
Serotonina (5-HT) Dinorfina
Triptamina Vasopressina
Melatonina Ocitocina
Dimetil-triptamina Substancia P
Colinérgicos Colecistocinina
Acetilcolina (AChH) Neurotensina
Colina Peptideo Vasoativo Intestinal (FVI)

Aminoacidos e nucleotideos
Glutamato
Aspartato
Glicina
Histamina
Acido y-aminobutirico(GABA)
whidroxibutirato (GHB)
Taurina

Somatostatina
Neuropeptideo Y
Galanina

Horménios nao-peptidicos

Esirogenos
Andrégenos
Corticosteroides
Hormidnios da firedide

Fonte: LOPES et al., 1998 — adaptado.

Uma das propriedades mais importantes do sistema nervoso envolve a sua
plasticidade. A plasticidade sinaptica envolve mudangas na eficiéncia de transmissao
sinaptica provocadas por experiéncias relacionadas a atividades prazerosas, por
exemplo, e que alteram o balango de neurotransmissores presentes nos neurdnios

(RUGGIERO et al., 2011). Seus efeitos envolvem alteragdes no processamento de
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informagdes e na comunicagdo entre as regides cerebrais. Desta forma, esta
intimamente relacionada ao processo de formagao de memoaria, ao abuso de drogas
e a estados afetivos (CITRI & MALENKA, 2008).

1.2 Dopamina

A dopamina consiste em um neurotransmissor formado por uma estrutura
catecol com um grupamento amina ligado na cadeia etil da molécula (PUBCHEM,
2015). E pertencente a familia das catecolaminas, a mesma que inclui outros
neurotransmissores, tais como a norepinefrina e epinefrina (BRITANNICA, 2015). No
cérebro possui importante papel dentro das fungdes motoras, motivacionais, de prazer
e de felicidade. Estes efeitos sdo proporcionados a partir de sua ligacao a receptores
dopaminérgicos (SEEMAN, 2009).

Parte dos neurbnios do cérebro (400 mil) é dito dopaminérgico,
apresentando a producgao deste neurotransmissor (SCHULTZ, 2007) e representando
uma pequena fragao do total de neurénios encontrados no cérebro. Apesar do numero
pequeno, os axdnios destes neurbnios possuem a capacidade de se projetarem para
outras areas do cérebro, exercendo e ampliando seu poder e influéncia (BJORKLUND
& DUNNETT, 2007). As areas dopaminérgicas do cérebro s&o identificadas como
substancia negra, area tegmental ventral, hipocampo, nucleo accumbens, corpo
estriado e neocortex (DAHLSTROEM & FUXE, 1964). Sao conhecidas quatro
principais vias dopaminérgicas no sistema nervoso central (SNC), ilustradas na figura
2 (ZANATTA, 2014; AYANO, 2016):

1) Via mesolimbica: relacionada a emogao, recompensa, memoria e ao
desenvolvimento de sintomas positivos da esquizofrenia quando estimulada.

2) Via mesocortical: associada a fun¢des cognitivas, meméria, atengéo,
comportamentos emocionais e aprendizagem. Sintomas negativos e prejuizos
cognitivos sao observados em pacientes com esquizofrenia.

3) Via nigro-estriatal: referente a coordenagao motora e ao movimento.
Problemas nesta via estao relacionadas a sintomas da doenga de Parkinson.

4) Via tuberoinfundibular: alusivo ao controle de prolactina, horménio
responsavel pela estimulacéo de leite nas glandulas mamarias.

A dopamina funciona em parte como um "sinal de recompensa global", em
que uma resposta inicial deste neurotransmissor a um estimulo gratificante codifica

informacgdes relacionadas ao contexto de recompensa.
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Figura 2: Vias dopaminérgicas no sistema nervoso central
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Fonte:oist.jp/news-center/photos/dopaminepathways — adaptado.

De acordo com Wolfram Schultz (1998; 2015), recompensas esperadas
nao produzem uma segunda resposta dopaminérgica em certas células, mas
recompensas que sao inesperadas ou maiores do que as esperadas produzem um
aumento curto e duradouro da dopamina sinaptica, ao passo que a omissao de uma
recompensa esperada faz com que a liberacdo de dopamina caia abaixo do seu nivel
normal. A neurotransmissao de dopamina, entretanto, ndo esta envolvida em todos os
aspectos relacionados a cognigao do prazer, uma vez que os centros de prazer foram
identificados ndo apenas no sistema dopaminérgico, mas também em outros (como
por exemplo o pallidum ventral) (ROBINSON & BERRIDGE, 1993; BERRIDGE &
KRINGELBACH, 2015).

A sintese de dopamina é realizada a partir do aminoacido tirosina (figura
3). A tirosina é transformada primeiramente em L-DOPA para entéo ser convertida em
dopamina. Apds sua sintese, € transportada para o interior das vesiculas secretoras,
onde ser4d armazenada e posteriormente liberada. E criado um gradiente
eletroquimico por meio de uma ATPase que concentra prétons no interior da vesicula.
Um antiportador de prétons chamado transportador de monoaminas vesicular (VMAT)

realiza o deslocamento de prétons ao longo do gradiente (para fora da vesicula) e
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simultaneamente contra o gradiente de concentracdo permite o transporte da
dopamina para dentro da VS. A partir de estimulos nervosos, a vesicula secretora
contendo a dopamina se liga a membrana plasmatica e libera a dopamina para a fenda
sinaptica. Este processo é dependente do ion Ca?*. Alteragdes na concentragéo deste
ion podem inibir ou estimular a liberacdo deste neurotransmissor. Na fenda sinaptica
a dopamina pode exercer suas fungdes interagindo com receptores pds-sinapticos
especificos. Pode também ser recaptada através da ligagdo com auto receptores nos
neurdnios pré-sinapticos ou a partir de um transportador (DAT) (GOLAN et al., 2009;
TORRES & AMARA, 2007; IVERSEN, 2009). A dopamina recaptada pode ser
convertida em DOPAC, um metabolito formado a partir da enzima monoamina oxidase
(MAO) que pode ser oxidado por peroxido de hidrogénio e formar compostos toxicos
que possuem a capacidade de destruir as vesiculas secretoras. Este processo pode
ser prevenido pelo uso de inibidores de MAO, como seleginina e rasagilina (EHRLICH,
2013).

Figura 3: Sintese da dopamina a partir da tirosina
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Fonte: GOLAN et al., 2009.
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Diversos medicamentos antipsicéticos reduzem os niveis de dopamina e
tendem a causar anedonia, ou seja, a perda da capacidade de sentir prazer em toda
a sua plenitude (WISE, 2008). Outros compostos afetam diretamente ou indiretamente
a neurotransmissao da dopamina no nucleo accumbens, podendo levar ao vicio
quando sédo usados em doses elevadas repetidamente. Cocaina e metanfetamina, por
exemplo, sdo psicoestimulantes que aumentam as concentragdes sinapticas de
dopamina (BERRIDGE; ROBINSON; ALDRIDGE, 2009).

1.3. Receptores dopaminérgicos

A dopamina exerce a regulacdo de suas vias de sinalizagdo no sistema
nervoso central a partir da ativagao coordenada de seus receptores. Estes receptores
compdem um sistema que permite a transmissdo de uma variedade de sinais no
organismo. O sinal que estimula o receptor vem de fora da célula, causando diversas
alteragbes, tais como a ativacdo de enzimas e a abertura de canais ibnicos,
modificagdes estas que levardo ao surgimento de uma resposta fisiologica
correspondente. (SPRANG, 1997; COLEMAN & SPRANG, 1996).

Existem cinco familias de receptores dopaminérgicos (D1, D2, D3, D4 e
D5), todos pertencentes a classe de receptores associados a proteina G (KEBADIAN
& CALNE, 1979; JABER et al., 1997). Estas familias podem ser divididas em duas
classes a partir de critérios envolvendo similaridade entre as estruturas e sensibilidade
correlacionada a diversas drogas. D1 e D5 s&o associados a classe “D1-like” enquanto
que os receptores D2, D3 e D4 sao relacionados a classe “D2-like” (ROMANELLI;
WILLIAMS; NEVE, 2009).

A classe “D1-like” encontra-se acoplada a subunidade alfa da proteina G
de estimulo (Gs), ativando a adenilato ciclase e aumentando o nivel de AMPc
(monofosfato ciclico de adenosina) intracelular. Ja a classe “D2-like” acopla-se a
subunidade alfa inibitéria da proteina G (Gi), exercendo efeito inibitério sobre a
adenilato ciclase e, por consequéncia, diminuindo os niveis de AMPc intracelular
(MISSALE et al.,, 1998). O modo de acao das diferentes classes de receptores
dopaminérgicos esta ilustrado na figura 4. Ja a figura 5 demonstra a localizagcéo de
cada tipo de receptor no cérebro humano.

Os receptores de dopamina sdo expressos majoritariamente nos neurénios

pos-sinapticos da regido sinaptica. Auto receptores, cuja maior parte pertence a classe
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“D2-like”, encontram-se nos neurdnios pré-sinapticos, percebem o fluxo exacerbado
de dopamina nas fendas sinapticas e realizam uma redug&o no ténus dopaminérgico,

regulando desta forma a concentragéo deste neurotransmissor (GOLAN et al., 2009).

Figura 4: Atuacao das duas classes de receptores dopaminérgicos

Receptores "D1-like" Receptores "D2-like"
Estimulo de AC e cAMP Inibigdo de AC e cAMP

Fonte: STAHL, 2017 — adaptado. Os receptores “D1-like” atuam estimulando a sintese da enzima
Adenil ciclase e a produgao de AMP ciclico. Ja os receptores “D2-like” realizam a agao inversa,

inibindo a sintese da Adenil ciclase e de AMP ciclico.

Figura 5: A localizagéo (azul) a partir de um corte coronal das cinco subclasses de receptores de
dopamina no cérebro humano

D1 D5 D2 D3 D4
Cx Cx
E—) 5= | S| =) =
I 4 f \ | f \ f \ [ \ ; /(
\ . \ \ \
}.10 - \I 7 Q‘ "-’?C,' \ J"’ ‘\ fl-” ' ® \
nac J /P \ < / | < nAc f (P \ J A ¥ \ . f ) 1
A -l iz 2 il h ¢ _ 1\l
P 5 &S =5 B | To—= & BSo—, = A (5
T/ o el i = y
\/’t ‘\/ ATV\')‘\\/r - \/
HIPP HIPP L SN HIPP &l G

Fonte: GOLAN et al., 2009 — adaptado. Abreviaturas: ATV = area tegmental ventral, C = nucleo
caudado, Cx = cértex cerebral, H = hipotalamo, HIPP = hipocampo, nAc = nucleus accumbens, P =
putdmen, SN = substancia negra, TC = tonsila do cerebelo, TO = tubérculo olfatdrio.

A acgao da dopamina em um neurbnio alvo depende de quais tipos de
receptores estdo presentes em sua membrana e nas suas respostas internas ao
segundo mensageiro AMPc (ROMANELLI; WILLIAMS; NEVE, 2009). Cada tipo de
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receptor é codificado por um gene unico. O gene DRD1 (cromossomo 5) codifica o
receptor D1, DRD2 (cromossomo 11 - receptor D2), DRD3 (cromossomo 5 - receptor
D3), DRD4 (cromossomo 11 - receptor D4) e DRD5 (cromossomo 4 - receptor D5)
(MISSALE et al., 1998). Todos os receptores possuem segmentos conservados
formados por sete hélices transmembranares conectadas por trés algas extracelulares
e trés intracelulares. (OSTROWSKI et al., 1992; SIBLEY & MONSMA, 1992). A
conservagao encontrada nos receptores € consequéncia da ancestralidade comum
compartilhada entre eles, como pode ser vista na figura 6.

Os receptores “D2-like” podem apresentar variagdes quanto a sua
estrutura. O receptor D2 possui uma forma alongada (D2L) e uma forma curta (D2S).
A forma alongada possui cerca de 29 aminoacidos a mais que a forma curta na terceira
alca citoplasmatica (GIROS et al., 1989.). Ambas as formas apresentam
concentracdes diferentes em neurdnios pré-sinapticos e pdés-sinapticos. Enquanto que
o D2S é considerado um auto receptor, concentrando-se mais em neurdnios pré-
sinapticos, o D2L é caracteristico de neurdnios pés-sinapticos (MOYER et al., 2011).
O receptor D3 apresenta inumeras formas devido também a splicing alternativo;
entretanto, muitas ndo s&o funcionais. Da mesma forma o receptor D4 possui
inumeras variantes decorrentes de modificagdes na terceira alga intracelular. (VAN
TOL et al., 1991; VAN TOL et al., 1992). Os receptores D1 sdo 0s mais numerosos no
sistema nervoso humano, sendo seguidos pelos receptores D2. Os receptores D3, D4
e D5 estdo presentes em niveis significativamente mais baixos (ROMANELLI;
WILLIAMS; NEVE, 2009).

Figura 6: Arvore evolutiva dos receptores acoplados a proteina G
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Fonte: GRAHAM, 2009 — adaptado. Os receptores dopaminérgicos encontram-se destacados em azul
e vermelho.
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1.3.1 Os receptores D2 e D3

Conforme estabelecido na literatura, o receptor D2 regula o humor, a
estabilidade emocional no sistema limbico e o controle do movimento nos ganglios
basais (SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2009; STAHL, 2008). Devido a sua distribuicdo
em pontos importantes de regulagdo das vias dopaminérgicas no cérebro humano,
muitos estudos envolvendo antipsicéticos o tiveram como objeto central. O uso de
antipsicoticos que agiam no D2 alcangaram certo sucesso em tratamentos
relacionados a transtornos psicoticos. Porém, o surgimento de diversos efeitos
extrapiramidais se mostrou um grande gargalo para os pacientes (TUPPURAINEN et
al., 2010; GLAZER, 2000).

Os sintomas extrapiramidais, também denominados EPS, incluem efeitos
motores associados ao uso de diversos antipsicoticos. Alguns exemplos destes
sintomas séo discinesia tardia (movimentos involuntarios), acatisia (sindrome que se
manifesta pela impossibilidade de estar parado e caracterizada pela inquietagao e
agitacdo) e distonia aguda (contracbes musculares indesejadas) (INADA; YAGI;
MIURA, 2002; KANE, 2001; MESZAROS et al., 1997; SCHILLEVOORT et al., 2001).

De todos os receptores de dopamina de origem humana, o uUnico que
possui sua estrutura depositada em banco de dados (como o Protein Data Bank) é o
receptor D3. A estrutura (PDB: 3PBL) contém o receptor acoplado ao seu antagonista
eticloprida. A estrutura foi solucionada por meio da técnica de difracao de raios X, com
resolucdo final de 2.89 A e representou um avanco nas possibilidades de entender o
funcionamento destes receptores. (CHIEN et al, 2010). As sete hélices
transmembranares encontradas no receptor D3 se assemelham em muito com as
estruturas das proteinas G previamente resolvidas. As sutilezas nas orientagdes
dessas hélices, bem como as diferencas nas porgdes intracelulares e extracelulares
do receptor, conferem ao D3 propriedades bioquimicas e farmacoldgicas exclusivas.
(CHEREZOQV et al., 2007; HANSON et al., 2008; JAAKOLA et al., 2008; WARNE et
al., 2008).

O receptor D3 é encontrado em porgdes também importantes das vias
dopaminérgicas, embora presente em propor¢cdes bem menores do que aquelas em
que o receptor D2 esta situado. Atualmente, o D3 é alvo para o tratamento da doenca
de Parkinson, depressao, esquizofrenia e outras doencas neuroldgicas (JOYCE,
2001; PRASAD et al., 2002; SHIMOHAMA et al., 2003; VOLKOW; FOWLER; WANG,
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2002). E considerado um alvo potencial no desenvolvimento de farmacos devido aos
seus menores efeitos colaterais e maior grau de neuroprotegdo. Varios estudos
forneceram evidéncias de que ligantes seletivos ao D3 podem ter potencial terapéutico
para o tratamento do abuso de drogas (PILLA et al., 1999; NEWMAN; GRUNDT;
NADER, 2005; CHEN; LEVANT; WANG, 2012). Através de pesquisas na area da
quimica medicinal, antagonistas preferenciais do D3 e agonistas parciais (por
exemplo, SB 277011A, NGB 2904, BP 897) foram desenvolvidos e demonstraram
atenuar os comportamentos de busca de drogas em modelos de animais, com menos
efeitos motores associados, reforcando o bloqueio de D3 como alvo para descoberta
terapéutica (GILBERT et al., 2013; SPILLER et al., 2008; VOREL et al., 2002; Xl et al.,
2006), particularmente para o abuso de substancias (HEIDBREDER & NEWMAN,
2010). No quadro 2 é possivel verificar as fungdes relacionadas aos receptores D2 e
D3.

Quadro 2: Receptores D2 e D3 com suas fungdes listadas dentro do Sistema Nervoso Central

Receptor Fungao

D2 Memdria de trabalho, recompensa, motivagao, motilidade
gastrointestinal, vasodilatagdo, regulacao de receptores pré-
sinapticos inibidores de locomocgao e receptores pds-sinapticos

ativadores de locomocgéo.

D3 Envolvido nas fung¢des cognitivas enddcrinas, emogoes,
regulacao das fungdes locomotoras e modulagao das fungdes

enddcrinas.

Fonte: AYANO, 2016 - adaptado.

Os receptores D2 e D3 possuem aproximadamente 50% de identidade em
toda a sequéncia de aminoacidos e esta porcentagem aumenta para 78% nos
dominios transmembranares helicoidais (PARK et al., 1995; MISSALE et al., 1998;
ZANATTA et al., 2014; SOKOLOFF et al., 1990; CHIEN et al., 2010), que também
abrangem os seus sitios ativos.

A interagdo nao seletiva com D2 foi sugerida como o mecanismo para
elicitar os efeitos colaterais indesejados nas aplicagdes terapéuticas de ligantes que
também apresentam certa seletividade para o D3. O desenvolvimento de ligantes com
alta afinidade e seletividade, ou a manipulacéo seletiva de suas vias de sinalizagao
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podem ser estratégias apropriadas para separar as agdes terapéuticas desejadas dos
efeitos nocivos indesejados. (HOMES; LACHOWICZ; SIBLEY, 2004)

Diante disto, € de suma importancia o estudo de ligantes altamente
seletivos ao D2 ou D3, de forma que efeitos colaterais provocados por efeitos
extrapiramidais indesejados sejam totalmente minimizados. Neste contexto, a
disponibilidade da estrutura do receptor D3 permite que analises envolvendo a
biologia computacional sejam realizadas, por meio de calculos quanticos e
modelagem computacional. A proposi¢cao de ligantes especificos a cada tipo de
receptor se torna mais viavel, abrindo um leque de possibilidades para o tratamento

de ordens neuropsiquiatricas.

1.4 Biologia computacional

A biologia computacional esta relacionada a aplicagdo de diferentes
técnicas que possuem como objetivo principal avaliar e interpretar sistemas bioldgicos
complexos por meio de programas que realizam calculos baseados nas equacgodes de
fisica classica e quantica. Uma importante aplicagdo da biologia computacional esta
relacionada ao estudo da interacdo entre proteinas e ligantes. Torna-se possivel
identificar os sitios de atuacdo de determinado ligante na proteina, assim como
quantificar sua energia de ligacao e suas conformacoes e orientagdes mais favoraveis
visando algum interesse farmacolégico (VERLI & BARREIRO, 2005). Para executar
estas analises, sao utilizadas estruturas tridimensionais obtidas por técnicas de
difragcao de raios-X, RMN ou entdo por modelagem molecular (BLUNDELL et al., 2006;
RAHA, 2007., MATTA, 2010; ZHOU, 2010; HENNIG & SATTLER, 2014; JASKOLSKI
etal., 2014).

Os métodos aplicados em analises computacionais podem ser divididos
em classicos, semi-empiricos e quanticos. Os métodos classicos (ou de mecanica
molecular) estdo relacionados a simulagées onde os calculos utilizam expressoes
algébricas simplificadas para descrever os sistemas biolégicos. Estas expressdes
algébricas descrevem o sistema em termos da energia associada ao alongamento,
flexdo e rotagéo de ligagbes, além das interagdes intermoleculares envolvidas, como
as forcas de van der Waals e ligagdes de hidrogénio. Campos de forgas com
parametros predefinidos por dados experimentais ou ab initio sao utilizados. Nos

métodos semi-empiricos algumas informagdes para descrever o sistema sdo omitidas
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ou aproximadas, porém parametrizagdes sao realizadas a fim de dar ao método maior
acuracia possivel. Desta forma, ele possui maior rapidez na execucao dos calculos
que as abordagens quénticas e possuem maior acuracia que as metodologias
classicas. Por meio de métodos quanticos, também chamados de ab initio, estruturas
moleculares podem ser calculadas a partir de principios tedricos da equacao
Schrodinger, de constantes fundamentais e numeros atémicos presentes na estrutura.
Aproximacgdes sao utilizadas para facilitar o calculo das equacdes diferenciais de
Schrodinger (ZANATTA et al., 2014).

1.4.1 Métodos Classicos

1.4.1.1 Atracamento Molecular

O atracamento (ou docking) molecular tem se tornado cada vez mais
importante para o desenho racional de farmacos, para elucidar diversos processos
bioquimicos, assim como para obter maior conhecimento do modo de interagao entre
moléculas e macromoléculas (KITCHEN et al., 2004; LENGAUER & RAREY, 1996).
A partir de algoritmos, o atracamento molecular se mostra util para predizer o possivel
sitio de interagcdo de determinado ligante em uma macromolécula. Esta metodologia
pode ser dividida em duas partes: investigacao da conformacao e orientagao de dado
ligante no sitio (levando em consideracao as interagdes eletrostaticas, de van der
Waals e a complementaridade de superficies) e a predicdo da afinidade de
determinado ligante a uma proteina por meio de sua energia livre de ligagdo. Esta
predigdo gerada € denominada scoring. O scoring basicamente traduz em termos de
pontuacdo a probabilidade de determinada pose (candidato escolhido durante o
processo de atracamento) representar um modelo com energia de ligagdo favoravel.
A acuracia do atracamento leva em consideracdo a capacidade da pose de
representar determinado modelo visualizado experimentalmente (BALLANTE &
MARSHALL, 2016; BURSULAYA et al., 2003). Na literatura é possivel verificar
diversos trabalhos envolvendo diretamente a aplicagdo desta técnica. Bhargava e
colaboradores (2014) estudaram o docking de derivados do antipsicético risperidona
no receptor D2. Zanatta e colaboradores (2016) aplicaram docking molecular tanto
da risperidona como também do antipsicético haloperidol no receptor D3. Feng; Hou;

Li, (2012) mostraram a utilidade do docking molecular para tracar perfis de ligantes no
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receptor D3. Existem diversos programas de atracamento molecular, diferindo-se
cada um pelos algoritmos utilizados e também pelo calculo da afinidade da interagao
(VERLLI, 2014).

1.4.1.2 Dinamica molecular

O procedimento realizado no docking € util e eficaz para predizer o sitio de
interacao entre um ligante e uma macromolécula. Todavia, no meio biolégico tanto a
proteina como o ligante sédo estruturas flexiveis que se adaptam um ao outro durante
o reconhecimento molecular, indicando assim a existéncia de um encaixe induzido
entre ambos. Este reconhecimento molecular leva em consideragdo a
complementaridade fisico-quimica e estrutural existente entre o ligante e a proteina.
Para uma melhor acuracia relacionada a conformagao e orientagdo do ligante neste
sitio, € necessaria a realizacdo de uma dinamica molecular. Esta metodologia envolve
uma simulagcdo que consiste na computagdo dos movimentos dos atomos em uma
molécula ou de atomos individuais ou moléculas em sélidos, liquidos e gases, de
acordo com a segunda lei de Newton. Os fatores fisicos em avaliagdo durante este
processo envolvem a aceleragao, a velocidade e a posi¢gdo dos atomos ao longo de
determinado tempo. Para realizar este tipo de analise, a dindmica molecular emprega
diversos parametros e fungdes que possuem como fungdo descrever o
comportamento de atomos e ligagdes em um dado meio. Estes parametros e fungcbes
sdo denominados campo de forga. Cada campo de for¢a possui um conjunto proprio
de equacbes matematicas dedicadas a reproduzir diversos comportamentos de
atomos em um dado meio. Desta forma, a dinAmica molecular é capaz de avaliar a
evolugcdo no movimento de diversos atomos ao longo do tempo e em determinado
meio (VERLI, 2014).

Na literatura é possivel verificar inumeros trabalhos compreendendo esta
técnica. Platania e colaboradores (2017) aplicaram dindmica molecular no estudo de
comparagao estrutural entre os receptores D2 e D3 obtidos por modelagem molecular.
Kling e colaboradores (2014) estudaram via dindmica a estabilizagdo do receptor D2
complexado com o antipsicético aripiprazole. Fu e colaboradores (2007) estudaram
por meio da dindmica a estabilizacdo dos receptores D1 e D2 complexados com
stepholidina, composto natural com conhecida atividade farmacoldgica. Diversos

programas séao utilizados para preparar e realizar uma dindmica molecular.
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1.4.2 Métodos Quanticos

1.4.2.1 MFCC + DFT

Atualmente, métodos de simulacdo quantica sao frequentemente utilizados
para descrever estruturas biolégicas com centenas ou mesmo milhares de atomos
devido a necessidade de acuracia para estimar as energias de ligagao envolvidas
(ZHOU; HUANG; CAFLISCH, 2010). Apesar da complexidade dos sistemas
bioldgicos, a capacidade computacional crescente combinada com os avangos dos
métodos quanticos tem permitido a aplicagdo da mecéanica quantica no estudo de
problemas bioldgicos, como reagdes enzimaticas e interagdes proteicas (HAFNER,
2010), assim como no desenvolvimento in silico de farmacos (RAHA, 2007;
BOHORQUEZ et al., 2010).

A teoria do funcional da densidade (DFT) é amplamente utilizada como
base para os calculos quanticos envolvendo sistemas bioldgicos (ORIO; PANTAZIS;
NEESE, 2009; CHO et al., 2014; OFTADEH; MAHANI; HAMADANIAN, 2013). Com
esta teoria as propriedades de um complexo sdo determinadas a partir de funcionais
da densidade eletrénica. O uso de funcionais, como GGA e parametrizagbes, como
PBE (PERDEW et al., 1996) e DNP+ (Double Numeric Polarization +) proporcionam
aos calculos uma boa descricao das interacdes sem elevar diretamente os custos
computacionais do processo. A técnica possui limitagées ao passo que subvaloriza a
descrigao de interagdes fracas (como de van der Waals) e supervaloriza interagdes
eletrostaticas. Para isto, métodos de corre¢cdo (como o de dispersdo - TS) séo
utilizados com o objetivo de suprir esta deficiéncia (TKATCHENKO & SCHEFFLER,
2009). Os calculos utilizam o modelo de solvatacdo Conductor-like Screening Model
(COSMO). Este algoritmo inclui constantes dielétricas ao céalculo e sdo importantes
para melhor simular o ambiente quimico existente na proteina. O DFT é considerado
uma ferramenta de pesquisa valiosa, podendo analisar propriedades geométricas,
eletrdnicas e espectroscopicas dos sistemas em estudo e servir para validar as
conclusdes que foram alcancadas a partir das analises experimentais ou para a
descoberta de novos dados. (ORIO; PANTAZIS; NEESE, 2009).

O MFCC (Fracionamento Molecular com Capas Conjugadas) envolve o
recorte da proteina em fragmentos individuais baseados em aminoacidos que sao

tratados com suas respectivas capas moleculares. As capas moleculares podem
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incluir o residuo posterior e anterior ao aminoacido de interesse, assim como possiveis
moléculas de agua que estdo proximas a ele (ANTONY & GRIMME, 2012). As
interacbes extras entre a proteina e as capas introduzidas sdo canceladas por
subtracdo da interacdo entre a macromolécula e as moléculas artificiais formadas
contendo as capas conjugadas. Ao final da conta algébrica, € obtido a energia de
ligacdo especifica entre o aminoacido de interesse e determinado ligante. Esta
metodologia possui uma grande vantagem uma vez que as energias de interagao da
proteina a partir de seus fragmentos individuais podem ser calculadas de forma
independente, sendo adequado para a execugao através do uso de clusters de
computadores que podem acelerar drasticamente a velocidade em que o calculo é
executado (ZHANG & ZHANG, 2003).

A metodologia MFCC+DFT pode ter um impacto poderoso na predi¢gao das
energias envolvendo interagdes proteina-ligante e, desta forma, servir como base para
a concepgao de novas drogas e novos agentes terapéuticos eficientes. Ourique e
colaboradores (2016) aplicaram calculos quénticos na investigacdo de possiveis
novos compostos inibitorios ao virus da dengue. Ja Sousa e colaboradores (2016) a
partir destes calculos mostraram como ocorria a interacdo entre dois complexos
proteicos envolvidos no equilibrio de modelagao 6ssea do corpo humano. Zanatta e
colaboradores (2012) demonstraram por meio de MFFC-DFT como ocorre a interagéo

do antipsicético eticloprida com o receptor D3.
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2. OBJETIVOS

Por meio de métodos in silico, caracterizar as bases moleculares de

interacédo entre a dopamina e os receptores dopaminérgicos D2 (D2L) e D3.

2.10bjetivos especificos

e A partir do receptor D3 obter por meio de modelagem comparativa a

estrutura do receptor D2;

¢ Realizar calculos de docking molecular entre a dopamina e os receptores

dopaminérgicos D2/D3;

e Realizar dinamica molecular das estruturas provenientes do docking

entre a dopamina e os receptores dopaminérgicos D2/D3;

¢ Identificar por meio de calculos quénticos os residuos de aminoacidos

mais importantes na interagao dos receptores D2/D3 com a dopamina;

¢ Identificar quais regides da dopamina possuem maior contribuicdo e

importancia na interagcao desta com os receptores D2/D3;

e Avaliar o perfil energético de ligacao a partir de um raio crescente

centrado na dopamina.
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3. METODOLOGIA

3.1 Obtencao das estruturas tridimensionais

A estrutura do receptor D3 foi obtida a partir do banco de dados Protein
Data Bank (PDB: 3PBL). Este receptor foi utilizado como modelo em estudos prévios
do grupo do Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Biomateriais (LCTB-UFC) para a
obtengao, por meio de modelagem comparativa, do receptor D2.

Para a modelagem do D2 a sequéncia primaria deste receptor foi obtida
por meio do banco de dados Uniprot e alinhada com a sequéncia do receptor D3
disponivel no Protein Data Bank (PDB: 3PBL) a fim de determinar os fragmentos de
sequéncias idénticas. As porgdes nao idénticas foram analisadas e, por meio do
algoritmo BLAST, foi realizada uma busca por estruturas com boas resolugdes que
pudessem ser utilizadas para construir a base da modelagem. Os fragmentos de
sequéncias nao idénticas foram submetidos nas plataformas online de modelagem
iTasser (ZHANG, 2008) e QUARK (ZHANG, 2012), onde o melhor resultado foi
utilizado como entrada juntamente com modelo tridimensional do receptor D3. A
modelagem do receptor D2 foi entéo realizada utilizando o programa Modeller versao
9.16 (WEBB & SALI, 2014), sendo o modelo obtido analisado na plataforma online
MolProbity (CHEN et al., 2010) e submetido a refinamento na plataforma ModRefiner
(XU & ZHANG, 2011).

3.2 Otimizagao das estruturas dos receptores

As estruturas tridimensionais foram submetidas a duas otimizacdes: adigao
de hidrogénios e andlise do pKa de grupos ionizaveis. As estruturas foram
completadas com os hidrogénios ausentes e estes foram submetidos a uma
convergéncia de energia, ajustando assim sua conformacdo para um estado de
energia mais favoravel a partir do programa Discovery Studio versao 3.1 (Accelrys
Software Inc., San Diego) e a utilizagdo do campo de forga CHARMM27.

O servidor PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2004), com o auxilio do algoritmo
do programa PROPKA 3.1, foi utilizado para prever os valores de pKa dos grupos
ionizaveis dos aminoacidos dos receptores dentro do pH fisioldgico (7.2). Desta forma
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foi possivel determinar que aminoacidos, nestas condigbes de pH, se encontrariam

protonados ou desprotonados.

3.3 Obtencao e otimizagao da dopamina

A dopamina foi obtida a partir do banco de dados Pubchem. O programa
Marvin Sketch (ChemAxon) foi utilizado para determinar as micro espécies existentes
a partir de uma variagao de pH (BRINK & EXNER, 2010). Aquela mais abundante
dentro do pH fisioldgico foi escolhida para o estudo. O programa Materials Studios
versao 7.0 (Accelrys Software Inc., San Diego) foi utilizado para realizar a
convergéncia de energia e ajustar o ligante a sua conformagdo molecular mais

favoravel.

3.4 Docking Molecular da dopamina nos receptores

Os caélculos de docking molecular foram realizados com o auxilio do
programa AutoDock Vina, versao 1.1.2 (TROTT & OLSON, 2010). Foram realizados
dockings da dopamina nos dois tipos de receptores dopaminérgicos obtidos
previamente, D2 e D3. O preparo das estruturas utilizadas seguiu metodologias
descritas por Maranhdo et al., (2017), utilizando a interface grafica do programa
AutoDockTools (The Scripps Research Institute), versdo 1.5.6, que permitiu a
remocao de hidrogénios nao polares e a adicdo de cargas parciais (Gasteiger
charges). Durante a simulagdo, os receptores foram tratados de forma rigida,
enquanto que a dopamina de forma flexivel, permitindo ajustes conformacionais do
ligante nos possiveis sitios de ligagcao dos receptores. As configuragdes do calculo de
docking incluiram a utilizacdo de uma caixa de 25, 25, 25 e exaustividade de 15.
Foram geradas 10 poses para cada calculo. Os melhores resultados (poses) foram
selecionados a partir da coordenacgao de interagdes chave do ligante nos receptores
tendo como base a eticloprida co-cristalizada com o D3.

3.5 Dinamica Molecular dos complexos D2/D3 - dopamina

Simulagdes de dindmica molecular foram realizadas para a analise da

acomodacéao das dopaminas em seus respectivos sitios de ligagao na superficie dos
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receptores D2 e D3. Para isto foram utilizados os melhores resultados obtidos nos
calculos de docking. As configuragbes da dindmica foram preparadas a partir do
programa VMD (Visual Molecular Dynamics) versdo 1.9.2 (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996). A preparacéo foi baseada no trabalho de Maranhao et al., (2017),
envolvendo a solvatagdo do sistema em uma caixa de agua (modelo TIP3) com
margem de 30 A em cada dimens&o, seguida pelo balanceamento e neutralizagdo de
cargas a partir de adicdo de ions de Na*e Cl~ Foi aplicada uma rampa de temperatura
de 100 a 300 K por 20 mil passos. A dinamica foi processada sob condigdes NPT
(constant normal pressure and normal temperature) a 300 K. Residuos pertencentes
ao sitio de ligacdo em que a dopamina ocupou no docking foram deixados flexiveis
durante a dindmica, ao contrario do restante da proteina, que se encontrou rigida a
partir da aplicagao de restricdes. As simulagdes de dinamica foram executadas com o
auxilio do programa NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics), versao 2.9, utilizando o
campo de forga CHARMM27 (MACKERELL et al., 1998; PHILLIPS et al., 2005). A
dindmica ainda contou com o processo de convergéncia de energia, realizado em dois
momentos distintos: inicialmente em mil passos e ao fim do processamento da
dindmica em dez mil passos. O processamento da dindmica teve duragao variavel,
sendo finalizada apds a estabilizacdo (acomodacao) da dopamina em seus sitios de

interagcéo através da analise de RMSD.

3.5.1 Analise de RMSD

O RMSD (Root Mean Square Deviation) demonstra a variacao atdbmica dos
atomos ao longo do tempo de simulagdo. Este é considerado o principal critério para
avaliar a estabilidade de um ligante ao final da dinamica (SHEN et al., 2013.
EKHTEIARI et al., 2017). O RMSD foi obtido a partir do programa VMD (Visual Media
Dynamics). Neste trabalho, o objetivo da dindmica foi obter a acomodagao do ligante
no seu sitio através dos ajustes conformacionais do mesmo e de residuos de
aminoacidos possivelmente relevantes para ligacao ao longo do tempo. Os graficos a
serem mostrados aqui representam os valores referentes a molécula de dopamina.
Estruturas com variagées menores que 2 A foram consideradas estaveis e a dindmica

pdde ser concluida.
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3.6 Analise das interagoes a nivel quantico

A contribuicdo energética de todas as interagdes envolvidas na formagao
dos complexos entre D2/D3 e a dopamina foi determinada por meio de célculos de
mecanica quantica. Visando estes resultados, foi utilizado o método MFCC
(Fracionamento Molecular com Capas Conjugadas) (ZHANG & ZHANG, 2003; MEY;
ZHANG; ZHANG, 2005). As capas conjugadas escolhidas para um dado residuo que
teve sua interagéo avaliada com a dopamina foram os seus aminoacidos anteriores e
posteriores na sequéncia da proteina, além de eventuais moléculas de agua que
estiveram localizadas proximo ao residuo de interesse, seguindo metodologias
previamente executadas. (MOTA et al.,2016; SOUSA et al., 2016).

Para identificar os residuos componentes da interface no complexo
proteina-ligante foram tragados raios imaginarios no intervalo de 2,5 a 10 A a partir da
dopamina, variando 0,5 A em cada medida. Cada novo residuo identificado com pelo
menos um atomo na esfera imaginaria criada foi identificado em seus respectivos
raios. Todos os calculos de energia de interacédo foram realizados utilizando o modelo
de solvatacdo COSMO. A escolha do valor de constante dielétrica foi baseada no
trabalho de Vicatos e colaboradores (2009), que identificaram em um estudo
diversificado envolvendo 45 proteinas que os melhores valores de constante dielétrica
(¢) para interagbes envolvendo cargas estariam situadas na faixa de 1 e 40. A
constante dielétrica homogénea de 20 desta forma foi adotada como padrao neste
trabalho. O método DFT, implementado no codigo DMOL3 (DELLEY, 1990; DELLEY,
2000) da suite 14 do Materials Studios versao 7.0 (Accelrys Software Inc., San Diego)
foi utilizado para a descricdo das interacdes. As configuragdes utilizadas para o
calculo quéantico incluiram o uso da funcional de aproximacdo do gradiente
generalizado (GGA) com parametrizacao PBE (PERDEW et al., 1996), um conjunto
de bases para descrever orbitais (DNP+: Double Numeric Polarization +) e um método
de corregao (TS). Estas configuragdes sdo adequadas para a descricdo de sistemas
em que haja ligagbes de hidrogénio e forcas de van der Waals. Estes mesmos
indicadores e parametros foram utilizados para calcular, por meio de uma superficie
eletrostatica, a densidade eletrénica da molécula da dopamina.

A descricdo das interagdes foi obtida a partir do calculo algébrico
envolvendo o residuo de interesse (Ri) da proteina, suas capas moleculares (Ri-1/ Ri+1)
e a dopamina (Li), como bem descrito em trabalhos anteriores (ZANATTA et al., 2012;
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DANTAS et al., 2015) e apresentado na figura 7. Para cada residuo foram gerados
quatro sistemas: A, B, C e D. O sistema A englobou o ligante, o residuo de interesse
e suas capas moleculares. O sistema B foi formado apenas pelo residuo de interesse
com suas capas moleculares. O sistema C incluiu o ligante e as capas moleculares
do residuo de interesse. Por ultimo, o sistema D apenas englobou as capas
moleculares do residuo de interesse. A partir de uma conta algébrica (A —B - C + D)
foi possivel a obtengcdo da energia entre os residuos de interesse da proteina e o

ligante, levando em consideragao a influéncia das capas moleculares na interagao.

Figura 7: Metodologia algébrica adotada para a obtencdo da energia de ligacdo entre determinado
residuo e ligante

Elri = E(LiR;_1RiR;41) — E(R;_1RiR; ;1) — E(LIR;_1R;11) + E(Ri_1R;44)

I | | | | | | |
A B Cc D

Elri = energia entre ligante e residuo de interesse
Li = ligante (dopamina)
R;_; = capa molecular (residuo anterior)

R; = residuo de interesse

R;.1 = capa molecular (residuo posterior)

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6.1 O painel BIRD

O painel BIRD (Binding site, Interaction energy and Residues Domain) pode
ser obtido a partir da analise quantica das interagdes envolvidas entre proteinas e
ligantes. Neste trabalho o BIRD foi usado para apresentar os residuos importantes na
interacao entre os receptores D2/D3 e a dopamina.

O BIRD detalha as energias de ligagao (em kcal/mol) empregando barras
horizontais nas quais € possivel avaliar a importancia de cada interagdo, seja ela
atrativa (negativa) ou repulsiva (positiva). Também é possivel visualizar no lado direito
o raio de interface no qual cada interacao esta situada. O painel mostra préximo da
barra horizontal uma descricdo da interagdo, pontuando as regides e os atomos do
ligante envolvidos na ligacdo. As aguas provenientes das dindmicas que estiveram
localizadas mais perto de cada residuo de interesse também foram representadas
neste painel. (SOUSA et al., 2016).
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3.6.2 Avaliagao da energia total

E possivel obter a partir dos resultados dos calculos quanticos a energia
total envolvida na interagdo entre ligante e proteina. A avaliagdo da energia total
envolve o somatdrio das contribuicdes individuais de cada intervalo tragado
anteriormente entre o ligante e a proteina. Neste trabalho foi obtida a energia total de
interacéo dentro de uma faixa de raio de 2,5-10 A entre os receptores D2/D3 e a

dopamina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise estrutural da dopamina

A analise de protonacado da dopamina foi util para prever a existéncia de

diferentes micro espécies desta molécula ao longo de uma variagdo de pH. Tais

compostos e suas distribuicbes podem ser visualizadas na figura 8.

Figura 8: Estudo de protonacdo da dopamina por meio do programa Marvin Sketch
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Fonte: Elaborado pelo autor. A) Distribuigdo de micro espécies ao longo da variagéo de pH. B) Micro
espécies encontradas.
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Procurando mimetizar as condig¢des fisiologicas do corpo humano, o pH
fisiologico do sangue (7,4) foi utilizado como parémetro principal para a escolha da
micro espécie mais relevante para este trabalho. Neste pH, o composto 4 foi o que
apresentou maior abundéancia (cerca de 99 % de todo o pool). O grupo etil amina
protonado estabelece uma ligagdo cation—11 ao anel aromatico com fortes
componentes eletrostaticos e indutivos devido a carga positiva localizada no
grupamento NH (MA & DOUGHERTY, 1997; LAGUTSCHENKOQV et al., 2011).

Apos esta analise inicial, a dopamina foi dividida em porgdes com
caracteristicas quimicas distintas de forma a melhor caracterizar as possiveis
interacbes realizadas por ela. A porcao correspondente ao anel aromatico
compreendeu a regido i, enquanto que a porgéo etil amina abrangeu a regiao ii, como

demonstra a figura 9.

Figura 9: Estrutura quimica da dopamina com seus devidos atomos numerados e divididos

Fonte: Elaborado pelo autor. A regido | engloba o anel aromético e a ii pertence ao grupamento etil
amina com o atomo de N protonado.

Também foi investigada as regides da dopamina que possuem maior ou
menor densidade eletrébnica. Como demonstrado na figura 10, as porcoes
pertencentes aos oxigénios ligados ao anel apresentaram um maior acumulo de
elétrons. O grupamento amina, que possui um nitrogénio protonado, claramente

apresenta um valor de potencial positivo.
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Figura 10: Grafico do potencial eletrostatico plotado sobre uma densidade eletrbnica da dopamina
visualizado a partir do programa Materials Studio
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Fonte: Elaborado pelo autor. O esquema de cores que indica os valores de potencial pode ser
visualizado na barra vertical a direita.

4.2 Analise estrutural dos receptores dopaminérgicos D2 e D3

O servidor ESPript 3.0 foi utilizado para realizar o alinhamento de
sequéncia entre os receptores D2 e D3 (ROBERT & GOUET, 2014). Nesta analise a
regiado dos receptores associados a proteina G n&o foi levada em consideragao, sendo
considerada apenas aquela contendo as hélices transmembranares e as algcas dos
receptores. A partir do alinhamento foi possivel reafirmar o alto grau de identidade
existente entre as duas proteinas nesta regido, especialmente nas hélices
transmembranares. A hélice 2 foi aquela que apresentou a maior semelhanca
enquanto que a hélice 5 a maior diferenga na sequéncia dos residuos. Dada a grande
importancia destas hélices para o ancoramento de diversos ligantes aos receptores,
residuos divergentes nestas regides podem explicar a seletividade de determinados
ligantes por um ou outro receptor dopaminérgico (CHIEN et al., 2010). Diferentemente,
as alcas extracelulares (ECL) e intracelulares (ICL) apresentaram maiores
disparidades nas suas sequéncias, corroborando com o fato de que apesar da alta
similaridade as duas proteinas possuem regides divergentes entre si e tais diferengas
explicam em parte as suas separagdes em subclasses especificas.

Sobrepondo as estruturas dos receptores D2 e D3 foi possivel ter uma
melhor visdo do alto nivel de semelhancga encontrado nas duas estruturas. Para se
avaliar o sitio de ligacao existente nas duas proteinas, a eticloprida, antipsicético co-
cristalizado com o D3 foi levado em consideragao. O sitio de ligagao tanto no D2 como

no D3 envolve uma area que abrange os espacgos extracelulares (ECL) 1, 2 e 3 das
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duas proteinas, assim como também as hélices 2, 3, 4, 5, 6 e 7. Tais analises podem
ser conferidas na figura 11. Residuos marcados com estrelas serdo discutidos mais a

frente deste trabalho.

Figura 11: Alto nivel de identidade da regido envolvendo as hélices transmembranares e as algas dos
receptores D2 e D3
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) alinhamento de sequéncia entre D2 e D3. Abreviaturas: ICL: alga
intracelular; ECL: alga extracelular; a: estruturas em hélice. (B) sobreposigao de estruturas no programa
PyMOL
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4.3 Docking Molecular da dopamina nos receptores D2 e D3

Para cada receptor foram obtidas 10 possiveis poses da dopamina
complexadas as respectivas proteinas. Os resultados gerados pelos calculos de

docking podem ser visualizados no quadro 3.

Quadro 3: Poses geradas e suas respectivas energias de ligacdo obtidas a partir dos calculos de
docking

Dopamina / Receptor D2 Receptor D3
Receptores
Pose Energia de ligagcao Energia de ligagcao
(kcal/mol) (kcal/mol)

1 -5,2 -5,7

2 -5,1 -5,7

3 -5,0 -5,7

4 -5,0 -5,6

5 -5,0 -5,6

6 -4,9 -5,5

7 -4,8 -5,5

8 -4,6 -5,4

9 -4,6 -5,2

10 -4,5 -5,2

Fonte: elaborado pelo autor.

A eticloprida, co-cristalizada com o D3 foi utilizada para orientar a avaliagao
das poses. Além das interagdes, a coordenacédo do anel aromatico dos ligantes foi
levada em consideragéo na escolha da melhor pose. A partir disto, a pose 1 (-5,2
kcal/mol) foi escolhida no docking da dopamina com o receptor D2 e a pose 5 para o
docking deste mesmo ligante no receptor D3 (-5,6 kcal/mol). Na figura 12 é possivel
conferir a sobreposicao entre as estruturas da eticloprida e das poses selecionadas
da dopamina nos dois receptores. A maior afinidade da dopamina ao receptor D3
mostrada neste ensaio corrobora com os dados encontrados na literatura referentes
a outros ensaios de docking, assim como para dados experimentais relacionados a
afinidade. (PLATANIA et al., 2012; SAULTER et al., 1995; FREEDMAN et al., 1994).
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Figura 12: Sobreposicao entre eticloprida e a dopamina nos receptores D2 e D3

Fonte: Elaborado pelo autor. A pose em azul se relaciona a dopamina no receptor D2. Em laranja
se refere a dopamina no receptor D3. A eticloprida esta destacada em verde.

Estes ensaios armazenados em bancos de dados como o PDSP Database
e ChEMBL estabelecem como parémetro de afinidade a constante de inibicdo (Ki).
Esta constante é definida como a concentracdo necessaria para que determinado
ligante ocupe 50 % dos receptores (Cheng & Prusoff, 1973). Na figura 13 alguns
residuos que na literatura sdo apontados pertencentes ao sitio de ligacdo da
dopamina em ambas as proteinas sao mostrados. Neste trabalho todos os residuos
equivalentes dentro da sequéncia primaria das duas proteinas seguirdo a mesma
regra ao serem citados: o primeiro sempre pertencera ao D2, enquanto que o segundo,
em paréntese, ao D3. Os residuos Asp114 (Asp110) séo reconhecidos como cruciais
na ancoragem de diversos ligantes, inclusive a dopamina, a essas proteinas.
(PLATANIA et al., 2012; DUAN et al., 2015; MALO et al., 2012).

Figura 13: Sitio de ligagdo da dopamina nos receptores D2 e D3 com alguns residuos equivalentes
na sequéncia primaria entre as duas proteinas visualizados a partir do programa PyMOL

Fonte: Elaborado pelo autor. A esquerda (em azul) se encontra o complexo D2-dopamina e & direita
(em laranja) o complexo D3-dopamina
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Esta ligagao é estabelecida a partir de uma ponte salina entre este residuo
e 0 atomo de nitrogénio protonado da dopamina. As pontes salinas sdo caracterizadas
como uma ligacéao forte entre dois atomos de cargas opostas e sdo reconhecidas por
estabilizarem a estrutura e o dobramento proteico. (JELESAROV & KARSHIKOFF,
2008.) Outros residuos também apresentam relevancia como a Ser193 (Ser192) que
estdo em contato direto a partir de uma ligagdo de hidrogénio com o grupamento
hidroxil da dopamina. A localizagado proxima das regides aromaticas dos residuos
Phe390 (Phe346) e His393 (His349) ao sitio de ligagao pode indicar a importancia da
regido aromatica destes residuos na conexao e na estabilizagdo de diversos agonistas
aos receptores dopaminérgicos.

Cys118 (Cys114), Val115 (Val111), lle184 (1le183), Val190 (Val189), Ser194
(Ser193), Tyr408 (Tyr365), Trp386 (Trp342), Phe389 (Phe354) e Tyr416 (Tyr373)
também se encontram presentes dentro do sitio de interacdo entre os receptores D2
e D3 e a dopamina e estédo destacados na figura 11 por uma estrela. Os dados obtidos
via docking permitem sugerir que nao existe diferencga significativa dos residuos de
aminoacidos envolvidos na ancoragem da dopamina visto que todos os residuos do
sitio sdo equivalentes em ambos os receptores. Entretanto, em termos de estrutura
tridimensional, ndo é possivel ser categorico, pois somente a obtencéo de estruturas
cristalograficas de D2 e D3 complexadas com a dopamina poderiam trazer a tona
estas conclusdes. Nestes dois receptores foram encontradas diferengas de
posicionamento até mesmo quando dois residuos equivalentes na estrutura primaria
foram comparados. A diferenga na forma como as estruturas proteicas foram obtidas
(D2 por modelagem comparativa e D3 por cristalizagdo) podem ter influéncia nisto,
além do fato de serem proteinas distintas e, portanto, podem apresentar certas

diferengas estruturais.
4.4 Dinamica molecular dos complexos D2/D3 — dopamina
Na figura 14 consta a variagdo de RMSD da dopamina na dinamica

envolvendo os complexos D2-dopamina e D3-dopamina ao longo do tempo de

simulagao.
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Figura 14: Desvio quadratico médio (root-mean-square deviation) das posicdes atdmicas da dopamina

durante a dinamica
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No complexo D3-dopamina logo nos momentos iniciais da dinamica
ocorreu uma variagao consideravel na conformacgao da dopamina. Apos este momento,
a estrutura permaneceu estavel durante o restante da dinamica. De uma maneira geral,
os graficos demonstram a pequena variagao encontrada nas coordenadas atémicas
da dopamina tanto no receptor D2 como também no D3. Devido a grande estabilidade
encontrada desde o inicio da dindmica, o maior tempo de simulagdo no complexo D3-
dopamina nao provoca qualquer erro que prejudique as analises do conjunto de dados.
A figura 15 revela o deslocamento de posigdo da dopamina nos receptores D2 e D3
ap6s a dindmica. E possivel visualizar que a dopamina obteve uma nova conformagao
e posigao, se ajustando no sitio em que esta situada nos dois complexos. Isto reforga
a importancia da aplicagédo de uma dinamica molecular com o objetivo de obter uma
maior acuracia no modo de ligagdo das moléculas e que o método de docking é
eficiente em termos de busca de sitio de ligagdo, mas falha na obtencéo dos ajustes
conformacionais induzidos pela entrada da dopamina nos receptores.

A figura 16 demonstra a diferenga de conformacao final da dopamina em
ambos os receptores. E possivel visualizar que em ambos os complexos a dopamina
assumiu diferentes conformagdes. Dentro deste contexto se destaca o grupamento
amina deste ligante, apresentando a diferengca mais marcante em ambos os

complexos.
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Figura 15: Posicdo da dopamina nos complexos apds os calculos de docking e apds as dindmicas

B Docking
M Docking M Dinémica

M Dinamica

Fonte: Elaborado pelo autor. O complexo D2-dopamina se encontra a esquerda, em azul e D3-
dopamina (a direita, em laranja).

Figura 16: Conformagéo da dopamina apds as simulagdes nos receptores D2 e D3

[ D2 - dopamina

[ D3 - dopamina
ECL3

Fonte: Elaborado pelo autor. Em azul encontra-se a dopamina no receptor D2 enquanto em laranja a
dopamina no receptor D3.

A figura 17 mostra o comportamento de alguns residuos do sitio de ligacao
deixados flexiveis ao longo da dinamica. E possivel verificar que ocorreu uma
mudanga em suas orientagbes. Esta mudanga pode impactar os calculos quéanticos
que irdo ser realizados, pois possuem a capacidade de alterar as distancias entre
estes residuos e a dopamina e desta forma possibilitar ou inibir suas interagdes. Neste
contexto, duas moléculas proximas uma da outra tendem a ter maior possibilidade de
interagdo que aquelas em que se encontram mais afastadas ou que a ligagao nao seja

favorecida pela conformacao.
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Figura 17: Mudancga na orientacao de alguns residuos do sitio de interagao deixados flexiveis ao longo

da dindmica

dopamina e a direita os residuos e a dopamina do complexo D3-dopamina.

A figura 18 mostra a diferenga de posicionamento entre residuos
equivalentes das duas proteinas ao final das simulagdes. Esta diferenga é resultado
das diferencas estruturais existentes nas duas estruturas, como demonstrado

anteriormente na figura 11 por alinhamento e sobreposi¢géo entre os dois receptores.

Figura 18: Diferenca de posicionamento ao final das simulagbes entre residuos equivalentes da
estrutura primaria dos dois receptores dopaminérgicos (D2 e D3)

Il D2 - dopamina
I D3 - dopamina

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Analise das interagdes a nivel quantico

As contribui¢cdes individuais dos residuos que participam da interagao

com a dopamina ao longo de uma interface de 10 A foram computadas. Ao total 81
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residuos tiveram suas interacdes calculadas em D2-dopamina e 80 residuos em

D3-dopamina. Todas estas interagdes estdo presentes no apéndice deste trabalho.

4.5.1 O painel BIRD

O painel BIRD com os principais residuos e interagdes calculadas pode ser
visualizado na figura 19. Como o objetivo deste trabalho € tragar um perfil de interagcéo
entre D2/D3 e dopamina, os fatores levados em consideragdo na inclusdo dos
residuos equivalentes da estrutura primaria das duas proteinas ao painel incluiram a
energia de ligagao propriamente dita e a diferencga de contribuicdo energética destes
com os receptores.

Desta forma residuos que necessariamente nao tiveram uma grande
contribuicdo energética mas apresentaram entre si uma grande diferengca de
contribuigao nos dois complexos foram incluidos. Todos os residuos do sitio de ligagcao
da dopamina com D2 e D3 foram expostos no painel e apresentaram as maiores
energias de ligagéo. Os residuos Asp114 (Asp110) pertencentes a hélice 3 das duas
proteinas apresentaram maior energia de interagdo com o0 neurotransmissor.
Enquanto Asp114 apresentou uma energia de -23,80 kcal/mol ao receptor D2, Asp110
mostrou uma interagao de -24,92 kcal/mol ao receptor D3.

Outros residuos também merecem destaque pelas suas contribuicbes
energéticas, como Val115 (Val111), Phe389 (Phe345) e lle184 (lle183). Estes
aminoacidos ja foram previamente relatados como relevantes na ancoragem e na
ligacao de diversos compostos ao D2 e D3 (SALMAS et al., 2017. ZANATTA et al.,
2012), o que corrobora com os resultados obtidos aqui.De uma maneira geral foi
observado que residuos que se encontraram mais proximos a dopamina acabaram
tendo uma energia de ligacdo mais forte que aqueles que se encontraram mais
distantes. De todos os residuos expostos no painel, apenas o par lle184 (lle183)
pertence a uma alga extracelular (ECL2), evidenciando a importancia das regides
transmembranares na ligacdo da dopamina aos receptores D2 e D3. As hélices 3,5 e
6 se destacaram no BIRD.

As diferengas de energia de ligagédo entre dois residuos equivalentes da
estrutura primaria dos dois complexos foram impactadas por meio de dois fatores:
diferencga estrutural entre as duas proteinas e também pelas diferentes conformacgoes
que a dopamina assumiu no sitio de interagcao dos dois receptores.
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Figura 19: Perfil de interacdo entre a dopamina e os receptores dopaminérgicos D2 e D3 demonstrado

a partir do painel BIRD
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Fonte: Elaborado pelo autor. As interagdes no complexo D2-dopamina sao caracterizadas pelas
barras hachuradas em azul, enquanto que as interagées no complexo D3-dopamina pelas barras
em laranja. E possivel observar a estrutura secundéria da proteina em que o residuo esta situado &
esquerda, o valor de energia de interagdo em barras horizontais, a regido de ligagado entre residuo
e a dopamina ao lado das barras, a presenga de aguas que participaram do calculo quantico em
determinado residuo e a distancia para a dopamina a direita do painel. Abreviatura: H: hélice; ECL.:

alga extracelular.
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Os residuos His393 (His349) pertencentes a hélice 6 chamam a atengéao
devido a disparidade na contribuicdo energética de cada um. Enquanto que no
complexo D2-dopamina His393 apresentou uma energia de interacdo de -9,89
kcal/mol, His349 em D3-dopamina apresentou energia de -2,50 kcal/mol. His393
apresentou um valor de interacéo cerca de 4x maior que His349 e, ao contrario deste
ultimo que apresentou uma distancia de 3,5 A para a dopamina, encontrou-se a uma
distancia de no méaximo 2,5 A.

A figura 20 mostra a diferenga de posi¢cao entre os residuos His393 e
His349 e das conformacdes da dopamina nos dois complexos. E possivel perceber
que a maior contribuicdo energética de His393 em D2-dopamina é impactada
principalmente pela diferenca estrutural existente entre as duas proteinas visto que a
diferenca da posicao da hidroxila nas duas conformag¢des da dopamina € pequena e
menor que a diferenca encontrada entre os atomos da estrutura de histidina

envolvidos nesta interacao.

Figura 20: Comparacao entre as posi¢coes apos as simulacdes entre os residuos equivalentes His393
(His349) e a dopamina

His349

His393

Interacao com His349
Interagdo com His393

[ D2 - dopamina
[ D3 - dopamina

Fonte: Elaborado pelo autor.

O BIRD apresenta um par de residuos equivalentes na sequéncia primaria
das duas proteinas divergentes entre si. Ala188 (Asp187) encontram-se a uma
distancia relativamente grande da dopamina (10,0 A e 8,5 A, respectivamente) e por
isto ndo estado incluidos no sitio de interagdo da dopamina nos receptores. Asp187

possui uma energia de ligagdo maior (-1,18 kcal/mol) que Ala188 (-0,02 kcal/mol).



52

Outro ponto interessante encontrado no painel BIRD foi a presenca do
Glu95 no complexo D2-dopamina e a auséncia do seu residuo equivalente na
estrutura primaria (Glu90) em D3-dopamina. No complexo D2-dopamina este
aminoacido se encontrou a 9.5 A da dopamina, j& em D3-dopamina sua distancia
superou o raio de 10 A utilizada para os calculos quanticos, explicando assim a sua
auséncia. A diferenga citada anteriormente de residuos que tiveram suas interacoes
calculadas em ambos os complexos (81 em D2-dopamina e D3-dopamina) se da
justamente pela presenga do Glu95 no complexo D2-dopamina e a auséncia deste no
outro. Pelo painel do BIRD, é possivel perceber que este residuo se mantem mais
préximo da dopamina através do nitrogénio da amina pertencente a esta molécula. No
complexo D2-dopamina este ligante apresenta uma variacdo na posicéo,
principalmente envolvendo a sua regido da amina. Isto explica a presenca de GIlu95
no complexo D2-dopamina e a sua auséncia em D3-dopamina. Aliado a isto, como
mostra a figura 21, existe uma alteragdo na posi¢cdo de Glu95 em D2-dopamina,
contribuindo para a maior aproximacao deste residuo com a dopamina. Nesta situacao
a dindmica realizada nao é considerada pois estes residuos estdo fora do sitio de
ligacdo da dopamina e foram deixados travados ao longo da simulagéo. A distancia
de Glu90 do receptor D3 a dopamina pode ser vista no apéndice deste trabalho.

Figura 21: Comparagao entre as posi¢gdes apds as simulagdes entre os residuos equivalentes Glu95
(Glu90) e a dopamina

Bl D2 - dopamina
Bl D3 - dopamina

dopamina

Glu90

Fonte: Elaborado pelo autor.

O caélculo quantico envolveu também moléculas de agua estruturais
provenientes das dinamicas realizadas. Estas aguas permaneceram constantemente

coordenadas ao longo da dindmica em interagdo com o ligante ou com residuos via
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ligacdes de hidrogénio. Estas moléculas, no esquema de fracionamento, participaram
como capa molecular do residuo que se encontrava mais préximo a ela. Desta
maneira foi possivel simular de forma mais adequada todo o ambiente em que
determinado aminoacido se encontrava. Pelo painel é possivel perceber que 5
residuos tiveram a participagdo destas moléculas nos calculos de interacdo com a
dopamina. No complexo D2-dopamina temos Asp114 e lle184. No complexo D3-
dopamina foram os residuos Asp110, Tyr373 e His349. A numeragao das aguas foi
realizada separadamente em cada complexo, logo a agua numerada como “1” em D2-
dopamina n&o é a mesma que aquela encontrada em D3-dopamina.

Ainda pelo painel é possivel identificar a regido da dopamina mais proxima
dos residuos envolvidos nos calculos. Estes resultados estdo ao lado das barras que
representam a energia de ligacdo. Esta localizagdo teve como base a divisdo da
dopamina mostrada anteriormente na figura 9 e consiste, sequencialmente, pela
regido da dopamina, o atomo pesado e os hidrogénios envolvidos na ligacdo. No
complexo D2-dopamina foram contabilizados doze residuos proximos a regiao i da
dopamina e seis a regiao ii. No complexo D3-dopamina das dezessete interagdes
presentes no BIRD, oito residuos presentes nelas foram contabilizados proximos a
regiao i, enquanto que nove a regiao ii. A interagao individual mais forte realizada em
ambos os complexos envolvem os residuos Asp114 e Asp110, que se encontram a
uma menor distancia na regido ii, onde esta situado o nitrogénio protonado envolvido
na ponte salina com os grupos carboxilicos destes residuos. Este tipo analise permite
identificar que regido do neurotransmissor possui maior importancia em relagcao as
interacoes identificadas com determinada proteina. Neste sentido, dependendo do
objetivo do estudo e da fungao fisioldgica do ligante e da proteina, pode-se sugerir
modificagdes em sua estrutura visando determinado efeito farmacologico (SINGH,
2000; CAVASOTTO; 2016). Com relagao a este trabalho, esta analise foi realizada
unicamente para melhor descrever a formagao do complexo. Os dados disponiveis no
BIRD podem ser encontrados de maneira mais detalhada nos quadros 4 (D2-
dopamina) e 5 (D3-dopamina) presentes no apéndice deste trabalho. As figuras 22 e
23 mostram as distancias aferidas dos principais residuos envolvidos na interacédo de
D2 e D3 com a dopamina. Os residuos Asp114 (Asp110) apresentararam menor
distancia em ambos os complexos (1.6 A em D2-dopamina e 1.5 A em D3-dopamina).
As distancias tornam possivel o estabelecimento da ponte salina entre os grupos de

carga opostas do Asp114 (Asp110) e do nitrogénio protonado da dopamina. Desta
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maneira, a importancia destes dois residuos na ligagdo de dopamina aos receptores
D2 e D3 ¢é constatada tanto estruturalmente pelo distancia e interacdo que ambos séo
capazes de fazer com a dopamina, assim como pelo alto valor de energia envolvido

nesta interacao.

Figura 22: Visualizagdo das distancias tragadas entre os residuos de D2 presentes no BIRD e a
dopamina no complexo D2-dopamina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23: Visualizagdo das distancias tragadas entre os residuos de D3 presentes no BIRD e a
dopamina no complexo D3-dopamina

HEt e Phe345
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123

Val111

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.2 A energia total de interagao

A partir da contribuicdo energética individual dos residuos de aminoacido é
possivel obter graficos que traduzam a energia de interagao total do complexo. Para
compreender o desenvolvimento da interacdo entre uma determinada proteina e um
ligante em um raio crescente podemos avaliar a contribuigdo especifica de cada faixa

de raio na energia de interacao. Isto pode ser avaliado na figura 24.
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Figura 24: Contribuicao relativa de cada intervalo de raio na energia de interagdo dos complexos D2-
dopamina e D3-dopamina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi possivel observar que os raios que apresentaram maior contribuicdo na
interacao da dopamina com os receptores D2 e D3 foram aqueles mais préximos da
dopamina. Os residuos que se encontraram em um limite de distancia de 2,5 A tiveram
as contribuigcdes mais efetivas, sendo seguido por aqueles que se encontraram a 3,0
A. E de se esperar que as regides mais proximas a um determinado ligante se
configurem como as mais importantes na fixagado e na interagdo com compostos. O
complexo D3-dopamina apresentou uma energia maior no intervalo de 2,5 A em
comparacao a D2, sendo superado por D2-dopamina no intervalo de 3,0 A. A partir do
raio de 3,5 A é possivel observar também a pouca influéncia dos raios na energia de
interagcéo, que se manteve baixa e praticamente constante. Na figura 25 € mostrado o
grafico de energia total de ambos os complexos. Este grafico leva em consideragéo a
energia total do sistema, somando as contribui¢dées individuais de cada intervalo de
raio.

Foi constatado que a energia de interagéo total no complexo D2-dopamina
foi praticamente igual que aquela encontrada em D3-dopamina. O primeiro complexo
obteve uma energia total de -70,06 kcal/mol enquanto que o segundo alcancou
energia de -66,53 kcal/mol. Em D3-dopamina foram encontrados no intervalo de 2,5
A mais aminoéacidos importantes na interagdo do receptor com dopamina que no
complexo D2-dopamina.

No sistema D2-dopamina, o Asp80 localizado a uma distancia de 8,5 A foi
exclusivamente responsavel (-2,17 kcal/mol) pela energia de interacdo encontrada
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neste intervalo, evidenciada pela queda na linha do grafico. O seu residuo equivalente
na estrutura primaria do D3 (Asp75) n&o apresentou contribuigdo relevante, chegando
a ser encontrado apenas na faixa de 10,0 A. Outras faixas de raio apresentaram
quedas semelhantes, porém com contribuigdo parcial pequena de cada aminoacido,
que somados podem apresentar efeito semelhante ao perfil energético da energia total.

A medida que os intervalos de raio se afastaram da dopamina, a
contribuicdo energética encontrada neles tendeu a zero. Isto fica evidenciado no
grafico de energia total, fazendo surgir um pequeno efeito de convergéncia de energia,
mostrando exatamente que residuos que estdo longe da dopamina possuem pouca
influéncia na interacdo desta com os receptores. Este efeito poderia ser melhor
avaliado e evidenciado se o raio de interagao fosse maior. Neste sentido, a ampliagcéo
dos calculos deve ser realizada com mais camadas crescentes a partir do ligante para

se buscar uma melhor convergéncia na energia de interagéo

Figura 25:; Grafico de energia total envolvendo os complexos D2-dopamina e D3-dopamina
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Fonte: Elaborado pelo autor. A) Comparagéo entre os dois complexos. B) Complexo D2-dopamina.

C) Complexo D3-dopamina. Os residuos que dentro daquele intervalo de raio tiveram maior

contribuigdo na interacdo e na energia de ligagdo com a dopamina foram destacados pelas setas.
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Afigura 26 demonstra as diferentes conformagdes da dopamina em ambos
0os complexos em relagdo aos residuos Asp80 (Asp75). Aqui é possivel perceber
novamente a influéncia conjunta das diferengas tridimensionais das estruturas dos
receptores, em termos de posicionamento de residuos equivalentes da estrutura
primaria, e também das diferentes conformagdes da dopamina apds as simulagodes.
O deslocamento da regido da amina da dopamina em D2, juntamente com a diferencga
de posicao do residuo Asp80 provocou uma redugao na distancia entre eles,
favorecendo a interagéo. A dindamica nao apresentou novamente influéncia devido ao
fato de ambos ndo estarem situados no sitio de interacdo da dopamina e por isto
permaneceram travados durante a simulagao.

Figura 26: Comparagéo entre as posigdes apos as simulagdes entre os residuos equivalentes Asp80
(Asp75) e a dopamina

dopamina

B D2 - dopamina
| D3 - dopamina

Asp75

Fonte: Elaborado pelo autor.

Diversos trabalhos experimentais envolvendo constantes de afinidade
detectaram que a dopamina possui uma maior interagdo com o D3 que com o D2. Os
resultados quanticos obtidos aqui contrariam estes dados experimentais. E importante
enfatizar que as energias livres de ligacdo entre compostos quimicos possuem a
contribuigdo de dois fatores principais: a entalpia (AH) e a entropia (AS). As condi¢des
entalpicas sdo associadas ao estabelecimento das interagdes intermoleculares (como
forcas de van der Waals e ligagbes de hidrogénio) entre os compostos quimicos,
enquanto que as condigdes entropicas estdo incorporadas a mudancas
conformacionais oriundas da interacdo entre duas moléculas. Os calculos quanticos

sao executados tendo como base para analise um instante especifico de todo o evento
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que envolve a interagcdao entre duas moléculas. Desta forma, ndo é possivel
correlacionar diretamente as energias de interagao obtidas ao final do calculo quantico
com dados experimentais. Do ponto de vista da entalpia, € de se esperar que a analise
de duas moléculas iguais e dois receptores praticamente idénticos resultem em
energias de interacdo semelhantes. Fato este que ocorreu, tendo a diferenga entre

um complexo e outro de apenas 4 kcal/mol.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou o alto grau de identidade existente entre os
receptores dopaminérgicos D2 e D3 por meio de alinhamentos da sequéncia de
aminoacidos e também por meio da sobreposi¢ao de suas estruturas. Os calculos de
docking molecular indicaram que a dopamina possui uma maior afinidade com o
receptor D3 que com D2. Tal resultado corrobora com dados experimentais de
afinidade disponiveis na literatura. Foram detectados 13 residuos pertencentes ao
sitio de ligacado de D2/D3 com a dopamina e foi observado a conservagao do sitio de
ligacdo entre as duas estruturas. A dindmica molecular executada apdés o docking
provocou uma alteracdo na conformacdo da dopamina, assim como de alguns
residuos pertencentes ao sitio de interacéo.

Este trabalho apresentou de forma qualitativa a importancia de diversos
residuos na estabilizagcdo da dopamina no complexo com os receptores. Os residuos
Asp114 (Asp110) apresentaram as maiores contribuicdes energéticas na interagao da
dopamina com D2 e D3, respectivamente, corroborando com os dados disponiveis na
literatura, onde a sua importancia € pontuada. Os calculos quanticos também
mostraram a importancia de outros residuos, como Val115 (Val111), Phe345 (Phe389)
e His393 (His349). No complexo D2-dopamina, a regido i da dopamina, contendo o
grupamento catecol, apresentou o maior numero de residuos em possivel interagéo e
préximos a ela. Situagao inversa foi verificada no complexo D3-dopamina, onde a
regido ii foi a que obteve maior destaque. Em ambos os complexos, a regiao ii
apresentou importancia por abrigar a interagdo com maior energia, envolvendo o
Asp114 (D2) e Asp110 (D3) dos receptores e o nitrogénio da por¢do amina da
dopamina. As diferencas de contribuicdo energética entre residuos equivalentes na
sequéncia primaria das duas proteinas podem ser justificadas pelas diferengas
estruturais inerentes as duas estruturas ao fim das simulagdes. Determinados
residuos equivalentes, como por exemplo Glu95 (Glu90) e Asp80 (Asp75) que foram
deixados rigidos durante a dindmica, mas que apresentaram mudanga de
posicionamento entre si exemplificaram as diferencas estruturais entre as duas
proteinas.

De acordo com os calculos quanticos, os complexos D2-dopamina e D3-
dopamina apresentaram praticamente a mesma energia total de interagao ( -70,06

kcal/mol no primeiro e -66,53 kcal/mol no segundo), contrariando os dados
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encontrados pelos ensaios de docking e dados experimentais disponiveis na literatura.
No entanto, o reconhecimento de uma molécula por uma proteina ocorre
obrigatoriamente através de um processo dindmico e os calculos quanticos realizados
aqui foram uteis apenas no intuito de analisar o estado ligado dos complexos D2-
dopamina e D3-dopamina. Dada a semelhanca estrutural entre os dois receptores
estudados, € coerente verificar que as energias de ligagao resultantes estejam bem
proximas uma da outra.

A partir deste estudo, foi possivel verificar por meio de simulagbes
computacionais a grande dificuldade em estabelecer ligantes altamente especificos
aos receptores D2 e D3. Fato este causado principalmente pela grande semelhanga
entre os dois receptores. As perspectivas deste trabalho incluem novos ensaios com
calculos quanticos, considerando a execugao de dinamicas mais longas em
membranas, deixando todos os residuos das proteinas livres para interagao. Desta
forma espera-se obter um complexo final envolvendo os receptores e a dopamina

mais proximo da realidade.
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APENDICE A - DESCRIGAO DETALHADA DOS RESIDUOS CONTABILIZADOS
NO PAINEL BIRD E ENVOLVIDOS NO COMPLEXO D2-DOPAMINA

D2 - dopamina

Residuo Energia Raio | Distancia Ligagao Elemento Regiao
(kcal/mol) (A) (A) (residuo-dopamina) | (dopamina) | (dopamina)
ASP114 -23,80 2,5 1,5 O-NH3 N3 Il
CYS118 -2,10 2,5 2,1 SH-CH C10 I
ILE184 -3,61 2,5 2,5 CH3-CH C10 I
TRP386 -2,63 2,5 2,1 CH-CH2 C6 Il
HIS393 -9,89 2,5 1,6 NH-OH o1 I
VAL115 -6,35 3 2,8 CH3-C C7 I
PHE389 -9,06 3 2,8 CH-CH2 C6 I
PHE390 -2,31 3 2,9 CH-O o1 I
TYR416 2,19 3 2,6 OH-NH3 N3 I
VAL190 -1,35 3,5 3,1 CH3-OH 02 I
SER193 -0,30 4 3,6 OH-OH o1 I
SER194 -0,29 5 4,9 CH-OH o1 I
TYR408 -0,75 5 47 OH-CH C10 I
ASP80 -2,17 8,5 8,4 CH-NH3 N3 Il
GLU95 -1,95 9,5 9,5 O-NH3 N3 Il
ASP108 -1,53 9,5 9,5 O-CH C8 I
ALA188 -0,02 10 9,9 C-OH 02 I
CYS107 -0,77 10 10 O-CH C8 I

Fonte: elaborado pelo autor




APENDICE B - DESCRIGAO DETALHADA DOS RESIDUOS CONTABILIZADOS
NO PAINEL BIRD E ENVOLVIDOS NO COMPLEXO D3-DOPAMINA

D3 - dopamina

Residuo Energia Raio | Distancia ) Ligacido _ EIemer_lto Regié_o
(kcal/mol) (A) (A) (residuo-dopamina) | (dopamina) | (dopamina)
ASP110 -24,92 25 1,6 O-NH3 N3 Il
VAL111 -7,9 25 2,2 CH-CH2 C4 Il
ILE183 -3,37 25 2,3 CH3-CH c7 I
VAL189 -1,77 25 25 CH3-OH o1 I
SER192 -2,09 25 2,3 CH2-OH 02 I
TRP342 -2,19 25 2,3 CH-CH2 C6 Il
PHE345 -6,37 25 2,3 CH-CH2 C6 Il
CYS114 -3,37 3 2,5 CH2-CH2 C4 Il
PHE346 -2,92 3 25 CH-O 02 I
HIS349 -2,5 3,5 3,2 NH-OH o1 I
TYR373 -0,05 25 2,4 OH-NH3 N3 Il
SER193 -0,5 4 3,8 NH2-OH o1 I
TYR365 -0,37 55 5,4 OH-CH c7 I
ASP187 -1,18 8,5 8,3 CH-OH o1 I
ASP104 -1,67 9,5 9,5 O-CH C4 Il
CYS103 -0,35 10 9,6 OH-CH C8 Il
ASP75 -0,3 10 9,8 0O-CH2 C6 Il

Fonte: Elaborado pelo autor.



APENDICE C - DISTRIBUIGAO SOB UMA INTERFACE DE 10 A DOS RESIDUOS
EQUIVALENTES NA ESTRUTURA PRIMARIA DOS RECEPTORES D2 ED3 E
SUAS ENERGIAS DE LIGACAO COM A DOPAMINA

D2 - dopamina D3 — dopamina

Residuo Constante Energia de | Raio | Residuo | Constante | Energia de | Raio
(D2) dielétrica ligagdo (A) (D3) dielétrica ligagdo (A)
(kcal/mol) (kcal/mol)
ASP114 20 -23,80 2,5 | ASP110 20 -24,92 25
CYS118 20 -2,10 25 | CYS114 20 -3,37 3
ILE184 20 -3,61 25 ILE183 20 -3,37 2,5
TRP386 20 -2,63 2,5 | TRP342 20 -2,19 25
HIS393 20 -9,89 25 HIS349 20 -2,50 3,5
VAL115 20 -6,35 3 VAL111 20 -7,90 25
PHE389 20 -9,06 3 PHE345 20 -6,37 25
PHE390 20 -2,31 3 PHE346 20 -2,92 3
TYR416 20 2,19 3 TYR373 20 -0,05 2,5
VAL190 20 -1,35 3,5 | VAL189 20 -1,77 25
ILE183 20 -0,22 4 SER182 20 0,80 55
SER193 20 -0,30 4 SER192 20 -2,09 25
THR412 20 0,02 4 THR369 20 -0,70 4,5
VAL111 20 -0,76 4,5 | VAL107 20 -0,80 5
MET117 20 0,06 45 | MET113 20 0,33 6,5
SER197 20 -0,25 4,5 | SER196 20 -0,10 4
SER194 20 -0,29 5 SER193 20 -0,50 4
ILE397 20 -0,07 5 THR353 20 0,07 6,5
TYR408 20 -0,75 5 TYR365 20 -0,37 55
GLY415 20 0,17 5 GLY372 20 0,05 55
VALS83 20 -0,14 55 VAL78 20 -0,15 6
VALS87 20 0,04 55 VALS82 20 0,10 5
VAL91 20 -0,05 55 VALS86 20 0,04 6
LEU113 20 0,50 6 LEU109 20 0,38 6
MET116 20 -0,09 6 MET112 20 -0,40 55
ILE166 20 0,04 6 VAL164 20 -0,02 7
PHE189 20 -0,14 6 PHE188 20 -0,80 4,5
PHE198 20 -0,06 6 PHE197 20 -0,16 6
MET88 20 -0,65 6,5 MET83 20 -0,52 7,5
THR119 20 -0,21 6,5 | THR115 20 -0,50 5
LEU170 20 -0,01 6,5 | LEU168 20 -0,05 6
PHE411 20 0,02 6,5 | THR368 20 -0,25 7
PHE110 20 -0,36 7 PHE106 20 -0,35 6,5
THR112 20 -0,17 7 THR108 20 -0,32 6
ILE394 20 -0,22 7 VAL350 20 -0,20 6
SER167 20 -0,05 7,5 | SER165 20 -0,18 7,5




ALA185 20 -0,16 7,5 | SER184 20 -0,14 6,5
VAL191 20 -0,09 7,5 ILE190 20 -0,14 6,5
PHE382 20 -0,17 7,5 | PHE338 20 -0,24 7
TRP413 20 -0,31 7,5 | TRP370 20 -0,24 7,5
ASN418 20 0,35 7,5 | ASN375 20 0,25 9
SER419 20 -0,02 7,5 | SER376 20 0,01 9,5
TYR37 20 -0,01 8 TYR32 - - >10
TRP100 20 -0,04 8 TRP96 - - > 10
ASN186 20 -0,13 8 ASN185 20 -0,22 7
PRO187 20 -0,15 8 PRO186 20 -0,11 8,5
ILE195 20 -0,05 8 VAL194 20 -0,11 7
CYS385 20 0,10 8 CYS341 20 0,33 9
LEU414 20 0,18 8 LEU371 20 0,13 9
VAL417 20 0,20 8 VAL374 20 -0,01 9
LEU41 20 -0,01 8,5 TYR36 20 -0,09 8,5
ASP80 20 -2,17 8,5 ASP75 20 -0,30 10
LEU94 20 0,18 8,5 LEU89 20 0,10 9,5
ALA120 20 0,08 8,5 | ALA116 20 0,07 8
ILE122 20 0,11 8,5 ILE118 20 0,11 8
ASN175 20 -0,13 8,5 | ASN173 20 -0,07 8,5
TYR192 20 -0,01 8,5 | TYR191 20 -0,02 6,5
VAL196 20 0,02 8,5 | VAL195 20 0,04 7,5
TYR199 20 -0,08 8,5 | TYR198 20 -0,01 8
THR392 20 0,27 8,5 | THR348 20 0,14 9
SER409 20 -0,16 8,5 | SER366 20 -0,21 9,5
SER121 20 0,10 9 SER117 20 0,07 8
CYS182 20 -0,62 9 CYS181 20 -0,49 9
LEU387 20 -0,27 9 LEU343 20 -0,21 9,5
PRO388 20 0,07 9 PRO344 20 0,13 9,5
ILE391 20 0,06 9 LEU347 20 -0,02 9
ASN396 20 0,19 9 ASN352 20 0,26 8,5
ILE48 20 0,06 9,5 ILE43 - - >10
ALA84 20 -0,19 9,5 ALA79 - - >10
GLU95 20 -1,95 9,5 GLU90 - - >10
ASP108 20 -1,53 9,5 | ASP104 20 -1,67 9,5
ILE109 20 -0,10 9,5 | VAL105 20 -0,15 9,5
ALA410 20 -0,02 9,5 | ALA367 20 -0,10 9,5
TRP90 20 0,07 10 TRP85 20 0,16 9,5
CYS107 20 -0,77 10 CYS103 20 -0,35 10
SER163 20 -0,03 10 | ALA161 20 -0,08 9,5
ASN176 20 -0,16 10 | THR174 - - >10
ALA177 20 -0,01 10 | THR175 20 -0,01 10
ALA188 20 -0,02 10 | ASP187 20 -1,18 8,5
LEU395 20 0,09 10 LEU351 20 0,09 9,5
ALA420 20 0,06 10 | ALA377 - - >10




ALAT79 - >10 | ALA74 20 -0,19 9,5
HIS398 - >10 | HIS354 20 -0,15 8,5
LEU123 - >10 | LEU119 20 0,09 10
LEU174 - >10 | PHE172 20 -0,05 10
VAL200 - >10 | LEU199 20 0,06 10
PRO201 - >10 | PRO200 20 0,06 10

Fonte: Elaborado pelo autor.




VI

APENDICE D - RESIDUOS QUE SE ENCONTRARAM FORA DA INTERFACE DE
10 A USADA PARA OS CALCULOS QUANTICOS NO COMPLEXO D2-DOPAMINA
E D3-DOPAMINA

Pro201

Val200 Leu123
A 200 *f
Lo Ala79
M1y i 108 :?
His398

- Leul74

Ala377

Thr174

Fonte: Elaborado pelo autor. A) Residuos do complexo D2-dopamina. B) Residuos do complexo D3-
dopamina.



