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Resumo

As VMAT; séo glicoproteinas capazes de carrear monoaminas a partir de vesiculas pré-
sinapticas para as fendas sinapticas durante disparos neuronais. Presentes em muitas espécies
de animais incluindo, mamiferos, répteis e aves, esta proteina tem sido estudada
extensivamente, porém, pouco se sabe sobre suas caracteristicas fisico-quimicas e modo de
interacdo com ligantes nativos ou ndo. Com o intuito de melhor caracterizar a VMAT:
humana, o presente estudo foi desenvolvido a fim de explorar varios parametros fisico-
guimicos, bioquimicos e estruturais relacionados a esse neurotransportador por meio de
ferramentas in silico. Neste trabalho, sdo apresentadas ideias novas e relevantes sobre a

estrutura e o0 seu mecanismo de interacdo com a 5-HT.
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Abstract

VMAT are glycoproteins capable of carrying monoamines from presynaptic vesicles to
synaptic clefts during neuronal firing. Present in many species of animals including,
mammals, reptiles and birds, this protein has been studied extensively, however, little is
known about its physical-chemical characteristics and mode of interaction with native ligands
or not. In order to better characterize human VMAT?, the present study was developed in
order to explore various physical-chemical, biochemical and structural parameters related to
this neurotransporter through in silico tools. In this work, new and relevant ideas about the
structure and its mechanism of interaction with 5-HT are presented.

Keywords: Physicochemical prediction; Molecular modeling; Monoamine transporters;
Serotonin; Molecular docking.

Resumen

VMAT: son glicoproteinas capaces de transportar monoaminas desde vesiculas presinapticas
a hendiduras sindpticas durante la activacion neuronal. Presente en muchas especies de
animales, incluidos mamiferos, reptiles y aves, esta proteina se ha estudiado ampliamente, sin
embargo, se sabe poco sobre sus caracteristicas fisicoquimicas y el modo de interaccién con
ligandos nativos o no. Para caracterizar mejor el VMAT2 humano, el presente estudio se
desarroll6 para explorar diversos parametros fisico-quimicos, bioguimicos y estructurales
relacionados con este neurotransportador a través de herramientas in silico. En este trabajo, se
presentan ideas nuevas Yy relevantes sobre la estructura y su mecanismo de interaccion con 5-
HT.

Palabras clave: Prediccion fisicoquimica; Modelado molecular; Transportadores de

monoaminas; Serotonina; Acoplamiento molecular.

1. Introducgéo

Transportadores de aminas vesiculares do tipo VAT, (ou VMAT;) sdo membros da
Superfamilia dos Facilitadores Maioritarios, conhecidos também como transportadores de
soluto da familia 18, membro 2 (SLCisA2), Transportadores de amina de granulos de

cromafina ou, ainda, gene de Deus (Asadi et al., 2016; Dein, 2020). E uma glicoproteina
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integral formada por 12 regifes transmembranas (Owens, 2019), expressa no sistema nervoso
central e periférico, envolvida no transporte vesicular de neurotransmissores biogénicos como
a dopamina (DA), a noradrenalina (NE), a serotonina (5-HT), a histamina, o glutamato (Glu)
e 0 GABA das vesiculas pre-sinapticas para as fendas sindpticas durante disparos neuronais
(Huang et al., 2020). Para Asadi e colaboradores (2016), no campo religioso, a VMAT; é
responsavel pela predisposi¢do de experiéncias espirituais ou misticas, incluindo a sensacgéo
da presenca de Deus ou de outros seres.

Nos ultimos anos, muitas pesquisas cientificas tém demonstrado que o conhecimento
inerente a glicoproteina VMAT2 pode corroborar na elucidacdo de diferentes mecanismos
fisiopatolégicos, em especial, aqueles associados a distdrbios neuropsiquiatricos nas quais as
monoaminas estdo envolvidas (Eiden; Weihe, 2011; Barbosa et al., 2012; Narendran et al.,
2012; Nickell et al., 2014; Jiang et al., 2020). Por essa razdo, varios estudos tém usado a
VMAT, como alvo terapéutico a fim de compreender o efeito de drogas para uso clinico
(O’brien et al., 2016; Pecic et al., 2019; Sreeram; Shagufta; Kagadkar, 2019).

Embora haja varios artigos cientificos discorrendo sobre a VMAT?, estes geralmente
concentram informacdes sobre sua funcdo como proteina transportadora ou vias metabdlicas
que participa. Todavia, a VMAT, carece de muitas informagfes sobre seus padrdes
estruturais, caracteristicas fisicas, quimicas e modo de interacdo como ligantes nativos ou néo.
Desse modo, o presente trabalho tem por finalidade a investigacdo tedrica das caracteristicas
fisicas, quimicas e estruturais da proteina VMAT2, bem como entender o0 modo de interacdo
entre esta e o ligante nativo serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) a partir de predicoes

computacionais.

2. Metodologia

2.1 Obtencéo da sequéncia e anélise

A sequéncia de mRNA da VMAT: (Acesso: NM_003045.2) foi obtida em formato
fasta a  partir do National Center  for Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Em  seguida, 0 servidor ExPASy Translate
(https://web.expasy.org/translate/) foi utilizada para converter a sequéncia de mMRNA em uma
sequéncia de aminoacidos. De posse da sequéncia de aminoacidos da VMAT?, o servidor
Signal-Blast Server (Frank; Manfred, 2008), foi empregado para predizer a presenca ou

auséncia de um peptideo sinal na regido N-terminal. Para esse propdsito foram usados 0s
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parametros — Grupo de organismos: Eucariotos; Modo de deteccdo: Apenas um sitio de
clivagem. Para identificar a localizagdo subcelular da VMAT: foi usado o servidor LocTree3
(Goldberg et al., 2014).

2.2 Analise fisico-quimica

Predi¢cbes dos parametros fisico-quimicos incluindo: ponto isoelétrico (pl), peso
molecular (Mr), indice de instabilidade (II) e indice de hidropaticidade média (GRAVY)
foram realizadas com auxilio do servidor Expasy’s ProtParam Server (Gasteiger et al., 2005),
pontes dissulfeto foram previstas a partir dos servidores DIiANNA 1.1 web Server (Ferre;
Clote, 2006) e DISSULFIND (Ceroni et al., 2006). Para determinar o dominio da proteina
VMAT foram usados os servidores CDD (Marchler-Bauer et al., 2015) e InterPro (Finn et
al., 2016). E as caracteristicas da estrutura secundéaria da proteina estudada, foram previstas a
partir dos servidores Jpred 4 (Drozdetskiy et al., 2015) e PSIPRED (Buchan; Jones, 2019).

2.3 Predicdo de estrutura tridimensional

PredicBes de modelos tedricos para a VMAT, foram obtidas empregando o método de
modelagem comparativa. Para esse propdsito foram utilizados os servidores: Swiss Model
(Waterhouse et al., 2018), sendo inicialmente, realizada uma pesquisa de templates
adequados, seguido da selecdo dos modelos com maior grau de similaridade e cobertura
maxima; Phyre? (Kelley et al., 2015), a partir do modo intensivo; M4T Server 3.0 (Fernandez-
Fuentes et al., 2007) e Lomets (Wu; Zhang, 2007) empregando seus métodos default de busca;
Para o software Modeller versdo 9-22.1 (Eswar et al., 2003), uma busca avangada no banco de
dados RCSB (Goodsell et al., 2020), foi realizada a fim de identificar modelos adequados,
seguindo os passos: (I) - Pesquisa avancada; (Il) - Tipo de consulta - Sequéncia
(BLAST/FASTA/PSI-BLAST) e (Ill) - valor de corte E — 0,01. Somente os modelos com
maior grau de identidade e cobertura méxima foram selecionados, conforme (Monteiro Junior
etal., 2017).

Em seguida, todos os modelos tridimensionais obtidos para a VMAT: foram avaliados
pela ferramenta online MolProbity (Chen et al., 2010), a fim de averiguar as melhores
combinagdes dos angulos diédricos W (psi) e ¢ (phi) nos aminoacidos presentes na proteina
estudada, permitindo desse modo, determinar o melhor modelo para a VMAT,. Ap0s essa

etapa, 0 melhor modelo obtido foi otimizado com auxilio do software Coot 0.8.1 (Emsley et
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al., 2010). A minimizagdo das energias da estrutura otimizada para VMAT; foi realizada a
partir do servidor GalaxyWEB (Ko et al., 2012). Finalmente, o modelo final da VMAT: foi
validado pelas ferramentas: MolProbity (Chen et al., 2010), ProSA web (Wiederstein; Sippl,
2007), ERRAT (Colovos; Yeates, 1993) e Verify 3D (Eisenberg; Liithy; Bowie, 1997).

2.4 Docking molecular

A molécula de serotonina em extensdo .sdf (Structure Data Format) foi obtida a partir
do banco de dados PubChem (Kim et al., 2018), considerando que este se trata do ligante
nativo da proteina VMAT2. Em seguida, a VMAT: e seu ligante foram submetidos ao servidor
ROSIE (Lyskov et al., 2013), com o objetivo de entender o modo de interacdo entre essas

duas moléculas por método de simulacdo de Docking molecular.

3. Resultados e Discussao

3.1 Andlise da sequéncia de amino&cidos primaria

Peptideo sinal é uma sequéncia de aminoacidos que possui pelo menos 15 residuos na
porcdo N-terminal em muitas proteinas, cuja principal funcdo envolve o enderecamento para o
local alvo de sua funcdo bioldgica (Nagano; Masuda, 2014). A analise realizada com o
servidor Signal-Blast Server (Frank; Manfred, 2008), sugere a presen¢a de um peptideo sinal
putativo na sequéncia priméria da proteina VMAT?, sendo este similar ao encontrado na
proteina BLML_DICDI, uma g-lactamase do tipo 3 de Dictyostelium discoideu, apresentando
valores de Bitscore igual a 25,0 e E-value igual a 100. Nesta analise foi possivel determinar
que a VMAT: possui 514 aminoéacidos, sendo que 37 deles constituem um peptideo sinal, a
partir da regifo N-terminal com sitio de clivagem entre os residuos Leu®’ e Thr®,

Em 2014, foi realizado um estudo envolvendo a regido N-terminal da VMAT: e neste
conclui-se que a remocao dos primeiros 16 ou 19 aminoacidos dessa regido resultava em uma
proteina com capacidade reduzida de sequestrar 5-HT, por outro lado, as Ser'® e Ser'® quando
fosforiladas ndo apresentaram nenhuma interferéncia cinética em sua atividade (Torres;
Ruoho, 2014). Assim, é provavel que a regido N-terminal da VMAT., como em muitas outras
proteinas, seja uma regido regulada de atividade proteica, neste caso especifico, um regulador

do sequestro de monoaminas.
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Considerando que a VMAT. humana madura possui somente 477 aminodcidos, ela
detém massa molecular de 51,3 kDa e uma N-glicosilagdo com massa molecular variavel
(Figura 1, aminoacidos marcados em vermelho), podendo ser detectadas variantes dessa
proteina com massas moleculares proximas de 75 kDa, 50-55 kDa e 45 kDa (Wang et al.,
1997; Gainetdinov et al., 1998; Miller et al., 1999), todas elas, exceto a variante de com 45
kDa sdo N-glicosiladas (Jassen et al., 2005; Nyarko et al., 2018). Desse modo, se a VMAT>
apresentar 514 residuos em sua estrutura funcional, ela deverd ser uma proteina N-
deglicosilada com massa molecular de 55,7 kDa e, isso seria contraditorio aos achados sobre

essas proteinas.

Figura 1 - Representacdo dos potenciais de N-glicosilacbes na proteina VMAT humana.

Molécula: VMAT; Comprimento: 477

TVVVPIIPSYLYSIKHEKNATEIQTARPVHTASISDSFQSIFSYYDNSTMVTGNATRDLTLHQTATQHMVTNASAVPSDC 1]
PSEDKDLLNENVQVGLLFASKATVQLITNPFIGLLTNRIGYPIPIFAGFCIMFVSTIMFAFSSSYAFLLIARSLOQGIGSS 160
CSSVAGMGMLASVYTDDEERGNVMGIALGGLAMGVLVGPPFGSVLYEFVGKTAPFLVLAALVLLDGAIQLFVLQPSRVQP 240
ESQKGTPLTTLLKDPYILIAAGSICFANMGIAMLEPALPIWMMETMCSRKWQLGVAFLPASISYLIGTNIFGILAHKMGR 320
WLCALLGMIIVGVSILCIPFAKNIYGLIAPNFGVGFAIGMVDSSMMPIMGYLVDLRHVSVYGSVYAIADVAFCMGYAIGP 400
SAGGAIAKAIGFPWLMTIIGIIDILFAPLCFFLRSPPAKEEKMAILMDHNCPIKTKMYTQNNIQSYPIGEDEESESD

(Threshold=0.5)
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Sequence position

A linha vertical verde mostra o potencial de modificagdo dos residuos Asn, enquanto a linha vermelha indica o
limiar para o potencial de modificacdo. Informacdo geradas pelo NetNGlyc 1.0 Server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Fonte: Prdpria pesquisa.

Para Jassen e colaboradores (2005), é possivel que a variante de 45 kDa possa ser

resultado de: (1) Um produto de protedlise da proteina de 55 kDa; (11) Uma variante funcional
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produzida por iniciacdo da traducdo no ATG! previsto no éxon 2, porém, é resultante de
processamento pos-tradugdo produzindo a uma proteina de 45 kDa truncada; (I11) Um codéo
de partida alternativo. Com base no servidor LocTree3, foi predito ainda que a membrana
plasmatica é a localizacdo subcelular da proteina em estudo, apresentando Score de 19 e
precisdo igual a 83% (Goldberg et al., 2014).

3.2 Analise dos parametros fisico-quimicos

Predicdes sobre as propriedades fisico-quimicas obtidas a partir do servidor Protparam
com base na cadeia polipeptidica (Gasteiger, 2005), sdo capazes de fornecer importantes
informacBes a respeito de uma estrutura proteica especifica, colaborando para uma maior
compreensdo de suas funcionalidades, bem como de seus aspectos bioquimicos e celulares
(Bezerra; Queiroz; Freire, 2018).

Conforme os dados obtidos na anélise da VMAT?, essa proteina madura possui meia-
vida estimada em 7,2 horas em reticuldcitos de mamiferos, cerca de 20 horas em leveduras e
aproximadamente 10 horas em Escherichia coli. Apesar de o tempo de meia-vida ser menor
em bactérias como a E. coli, esta representa um bom vetor para a obtencdo da proteina
VMAT: recombinante, considerando as facilidades de custo e cultivo da bactéria, bem como a
quantidade de proteinas recombinantes obtidas.

Em relagdo ao pl, a VMAT: apresenta um valor de 5.38, indicando que em meio aquoso
e pH proximo a este, a proteina estudada perdera sua solubilidade e, consequentemente,
tendera a precipitar-se. J& seu Il é de 44.74 indicando que a VMAT? é classificada como uma
proteina instavel. Ao avaliar seu 1A, observou-se um valor de 105.53, indicando baixo poder
de interacdo com meio aquoso, tal resultado corrobora com o indice GRAVY, cujo valor é
0.551, ou seja, a VMAT: € uma proteina hidrofobica. O fato da VMAT2 possuir baixo poder
de interacdo com o0 meio aquoso e apresentar potencial hidrofobico reforca a predicdo ja
realizada pelo servidor LocTree3 (Goldberg et al., 2014), demonstrando que esta proteina é
transmembranar.

Ademais, a analise do nimero total de aminoacidos carregados negativamente (&cidos)
revelou que VMAT possui 33 residuos, enquanto a quantidade de aminoacidos carregados
positivamente (basicos) é de apenas 25 residuos. Grupos R de aminoacidos mais hidrofilicos
sdo aqueles carregados positivamente ou negativamente, portanto, a VMAT apresenta baixa
capacidade hidrofilica (55 residuos) quando comparados aos 422 residuos que apresentam

potencial hidrofébico. Por outro lado, a Leu e a lle (apolares e hidrofobicos) sdo 0s
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aminoéacidos mais abundantes na proteina estudada apresentando 47 residuos cada um deles.
Aminoéacidos com grupos R apolares e hidrofobicos tendem a se agrupar no interior de
proteinas, estabilizando a estrutura proteica por meio de intera¢fes hidrofébicas, razdo pela
qual a Leu e a lle possui grande tendencia de formar a-hélices (Wiradharma et al., 2011).

As predicdes de pontes dissulfeto foram obtidas com auxilio dos servidores DIANNA e
DISULFIND, e revelaram a presenca de dez cisteinas na VMAT2. Apos simulagdo foi
observado a formacao de cinco pontes dissulfeto entre: Cys®— Cys3%; Cys!® — Cys*30; Cys!é!
— Cys®7; Cys?®® — Cys®23: Cys?” — Cys*! (Ceroni et al., 2006; Ferre; Clote, 2005). A presenca
de pontes dissulfeto tém sido observada em muitas proteinas de membranas (Grazhdankin;
Stepniewski; Xhaard, 2020), pois estas sdo capazes de estabilizar a conformacdo nativa das
proteinas, além disso, a presenca de ligacdes entre residuos de Cys serve como estratégia
importante para melhorar a estabilidade térmica da proteina (Imani, 2010; Robinson et al.,
2020).

Dominios conservados podem ser compreendidos como unidades recorrentes em
sequéncias ou estruturas de proteinas pertencentes a uma mesma familia. A predicdo de
dominio da proteina VMAT realizada com auxilio do servidor CDD (Marchler-Bauer et al.,
2015), indicou que esta  proteina possui um dominio MFS -
Superfamilia dos Facilitadores Maioritarios, com base no valor de Bit Score de 637.69 e E-
value de 0e*® e intervalo entre os aminoécidos Asp® - Arg***. Este dado corrobora com o
resultado obtido pelo servidor InterPro (Finn et al., 2016), porém, com intervalo entre 0s
aminoéacidos Pro’” - Try®. Proteinas MFS, em geral constituem um amplo e diverso grupo de
transportadores secundarios incluindo os tipos uniportadores, simportadores e antiportadores
(Wang et al., 2020). Neste contexto a VMAT: se enquadra como uma proteina antiportadora,
e portanto, assim como outros tipos de VMATS, carreiam monoaminas durante processos que
envolvem troca de prétons H* pelo substrato (Mulvihill, 2019).

Em termos gerais, uma proteina pode ou ndo apresentar padrdes regulares repetidos
como as a-hélices, as p-folhas e os coils. No presente estudo, as predi¢cGes de estrutura
secundaria realizadas para a proteina VMAT usando os servidores Jpred 4 e PSIPRED, nao
indicaram exata concordancia nas porcentagens de a-hélices, p-folhas e coils, no entanto, essa
diferenca pode estar diretamente relacionada ao modo como estes servidores utilizam seus
algoritmos para prever padrbes de estruturas secundarias (Bezerra; Queiroz; Freire, 2018),
bem como as informacGes inerentes as estruturas por eles selecionadas como templates.
Entretanto, é possivel identificar predominancia de a-helices (68,34% a 69,81%), seguido de
Coils (28,09% & 29,77%) e p-folhas (1,89% & 2,10%), respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 - Predi¢des de estruturas secundarias da VMAT2 (Acesso: NP_003045.2) usando
diferentes servidores.

Servidor p-folhas a-hélices Coils
N° de aa % N° de aa % N° de aa %
JPred 9 1,89 326 68,34 142 29,77
PSIPRED 10 2,10 333 69,81 134 28,09

A previsdo secundaria da estrutura VMAT utilizando os servidores JPred e PSIPRED, demonstraram que
essa proteina possui aproximadamente 68% de estruturas do tipo a-hélice, cerca de 2% de estruturas do tipo
R-folhas e aproximadamente 29% de estrutura do tipo coils. No entanto, essa precisdo é alcancada com base
na quantidade de estruturas homoélogas detectadas no banco de dados de estruturas proteicas disponiveis.
Fonte: Prépria pesquisa.

A presenca de a-hélices é muito frequente em proteinas pertencentes a
Superfamilia dos Facilitadores Maioritarios, essa grande familia é caracterizada por um
motivo comum de 8 - 12 a-hélices transmembranares que, por sua vez, facilitam o transporte
seletivo de uma vasta gama de substratos através da membrana (Harris et al., 2017; Lee;
Sands; Biggin, 2016).

3.3 Modelagem comparativa da VMAT:

A modelagem molecular in silico de proteinas baseia-se no conceito de proteinas
homdlogas, levando em consideracdo uma éptica evolutiva de moléculas relacionadas. Desse
modo, € possivel elucidar caracteristicas estruturais de uma proteina desconhecida com base
nas informacGes ja conhecidas e disponiveis de proteinas similares (Savosina et al., 2020).
Apdbs uma busca intensiva no banco de dados RCSB (Goodsell et al., 2020), foi possivel
verificar que a proteina VMAT, ndo possui estrutura determinada, sendo necessario a
obtencdo de um modelo adequado para esta proteina. Para esse proposito foram utilizados os
servidores: Swiss Model, Phyre?, M4T Server, Lomets e o software Modeller versdo 9-22.1.

A partir do servidor Swiss Model, dois modelos foram obtidos, (I) com base em
informacdes estruturais contidas na proteina 3WDO (transportado do tipo YajR de E. coli)
com valor de cobertura final de 0.73; (II) com base em informacdes estruturais da proteina
2GFP (proteina de resisténcia multidrogas D de E. coli) com valor de cobertura final de 0.70
(Waterhouse et al., 2018). Usando o servidor Phyre? foi obtido um Gnico modelo baseado nas
informac0des estruturais existentes em cinco templates distintos: 3WDO, 4ZP0 (transportador
multidrogas MdfA em complexo com desoxicolato de E. coli), 1PW4 (transportador de
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glicerol-3-fosfato de E. coli), 4APS (familia transportador POT de peptideos de Streptococcus
thermophilus) e 4LDS (Transportador de Glicose de Staphylococcus epidermidis) (Kelley et
al., 2015). Empregando o servidor M4T, apenas um modelo para a VMAT: foi obtido, sendo
este a partir das informagdes estruturais da proteina 3WDO, apresentando um valor de Z-
Score de -2.93 (Fernandez-Fuentes et al., 2007; Rykunov, 2009). Utilizando o servidor
LOMETS, trés 3 modelos foram obtidos, (I) com base nas informagdes estruturais da
proteina 3WDO apresentando valor de Z-Score igual a 1.51; (Il) com base na estrutura da
proteina 1PW4 com valor de Z-Scores de 1.87 e (I11) com base na estrutura da proteina 6EXS
(transportador do tipo POT de S. hominis) com Z-Score de 1.87 (Wu; Zhang, 2007).

O software Modeller (Eswar et al., 2003), foi, também, utilizado para prever uma
estrutura para a VMAT.. Para este propdsito, buscas avangadas no banco de dados RCSB
(Goodsell et al., 2020), foram realizadas. Apenas os modelos 3WDO e 6EUQ (Transportado
Multidrogas do tipo MdfA de E. coli), foram selecionados mediante parametros de cobertura,
identidade de sequéncia, E-value, resolucédo estrutural e usados para obter um modelo teérico
satisfatorio para a VMAT2. Cinquenta modelos foram obtidos a partir do software Modeller
versdo 9-22.1.

Todos os modelos tedricos obtidos (Swiss Model = dois modelos, Phyre? = um modelo,
MA4T Server = um modelo, Lomets = trés modelos e o software Modeller verséo 9-22.1 = 50
modelos, totalizando 57 modelos tedricos, respectivamente), foram analisados, usando as
informac@es contidas nos pares de angulos diédricos distribuidos em regides favoraveis e/ou
permitidas do grafico de Ramachandran com auxilio do servidor Molprobity (CHEN et al,
2010). Apds essa andlise, um dos modelos (model 3) tedricos gerados pelo software Modeller
versdo 9-22.1, foi selecionado o como melhor com base nos critérios discorridos acima.

Em seguida, este modelo (model 3) foi otimizado no software Coot 0.8.1 (Emsley et al.,
2010), pois os aminoécidos: Pro®, Asn'®, Arg'®?, Serl’2, Pro?* e Ser®, estavam localizados
em regides ndo permitidas do gréfico de Ramachandran. Para tanto, foram realizados
rearranjos manualmente de angulos e/ou rotdmeros destes aminoacidos. De posse do modelo
previamente otimizado pelo software Coot 0.8.1 (Emsley et al., 2010), este foi reavaliado no
servidor Molprobity (Chen et al., 2010), e finalmente, minimizado suas energias usando o
servidor GalaxyWEB (Ko et al., 2012), a partir da extin¢cdo de maus contatos entre os atomos
do modelo teorico. Esse principio consiste em direcionar o potencial permitindo a
minimizacdo de energia ao longo da superficie da molécula, de maneira que todo o sistema
culmine em um minimo de energia local proximo. Cinco modelos tedricos com sistemas

minimizados foram obtidos a partir do servidor GalaxyWEB (Ko et al., 2012), e reavaliados
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usando o sevidor Molprobity (Chen et al., 2010), e destes selecionado o melhor (Figura 2).

Figura 2 - Modelo final construido com o software Modeller versdo 9-22.1, otimizado e refinado

pelo software Coot 0.8.1 e o servidor GalaxyWEB, respectivamente.
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Cada ponto circular negro corresponde a localizagdo espacial de um dos aminoacidos presentes na proteina
VMAT,. Todos os amino4cidos devem estar localizados em uma das regides: (I) Regifes Permitidas — Limitadas
pelas linhas azuis escuras; (I1) Regides Favoraveis — Limitadas pelas linhas azuis claras. De forma candnica,
exceto os aminoéacidos Pro (muito rigido) e Gly (muito flexivel), nenhum outro podera estar fora dessas regides.
A presenga de aminodacidos fora das regides favordveis ou permitidas indica erros na topologia espacial da
proteina ou niveis de energias elevadas. Fonte: Propria pesquisa.

A qualidade global do modelo da VMAT: foi avaliada usando os servidores ProSA-
web, ERRAT e VERIFY_3D. Segundo a avaliacdo realizada com o servidor ProSA-web
(Wiederstein; Sippl, 2007), foi obtido um valor de Z-Score de -4.09 (Ponto negro — Figura
3a). Na segunda imagem, verifica-se a qualidade do modelo com base na energia geral da
estrutura (Figura 3b). Em geral, valores positivos correspondem a partes problematicas ou
errdneas na estrutura enquanto valores predominantemente negativos sugerem uma boa
qualidade do modelo (Wiederstein; Sippl, 2007). Os resultados desta ferramenta sugerem que
0 modelo avaliado mostra uma boa qualidade, visto que no gréfico de distribuicdo de
energias, o0s valores se apresentaram negativos (Figura 3b, linha verde escura).
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Figura 3 — Predi¢do do servidor Protein Structure Assessment (ProSA-web) sobre o modelo da
proteina VMAT,. 3a. Valor de Z-score de — 4.09 para VMAT..
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O ponto negro representa 0 modelo em analise enquanto a regido azul escuro representa proteinas de estrutura
resolvidas por ressonancia magnética nuclear e a azul claro sdo as proteinas resolvidas por difracdo de Raios X.
Figura 3b. Analise da distribuicdo de energia da VMAT,. Nota-se que a maior parte da energia esta distribuida
na regido negativa do grafico, sugerindo que a estrutura da VMAT apresenta boa qualidade. Fonte: Prépria
pesquisa.

Usando o servidor ERRAT (Colovos; Yeates, 1993), foram analisadas todas as
interagcBes ndo ligadas entre &tomos. O resultado da andlise apresentou um fator de qualidade
global de: 95,816%. Esse valor sugere que o modelo previsto pode ser considerado de
qualidade aceitavel, de acordo com a escala de limite de confianca do ERRAT (<95%).

A avaliacdo realizada pelo servidor Verify 3D (Eisenberg; Lithy; Bowie; 1997), tem a
finalidade de verificar a qualidade da estrutura tridimensional do modelo previsto. Isto é
possivel mediante uma comparacdo de compatibilidade entre a estrutura testada, com seus
préprios aminodcidos. Os resultados desta avaliagdo apresentaram pontuagdo 3D-1D de 100%
(Figura 4). Justificando que o modelo tedrico obtido para a VMAT: é de boa qualidade. Os
pontos em cinza representam cada aminoacido distribuido de acordo com a pontuacgdo bruta,
enquanto os pontos azuis representam a distribuicdo dos mesmos aminoacidos de acordo com
a pontuacdo média de scores. E possivel notar o devido alinhamento na distribuicdo dos

aminoacidos, evidenciando a qualidade do modelo avaliado.
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Figura 4 - Avaliacdo do modelo tridimensional para a proteina VMAT usando o Verify 3D. O eixo
vertical representa a pontuagdo meédia do perfil 3D-1D de aminoacidos orientados em blocos de 25
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O eixo horizontal representa o nimero de residuos na sequéncia primaria da proteina. O primeiros e o Gltimos 11
residuos da sequéncia primaria ndo sdo submetidos a analise. De acordo com o grafico, a estrutura da VMAT;
ndo mostra nenhum erro na distribuicdo de residuos de aminoacidos ao longo do espaco tridimensional. Fonte:

Propria pesquisa.

3.4 Docking molecular

Para realizar a simulacdo de docking molecular entre a proteina VMAT?2 e seu ligante
5-HT, foi usado o servidor ROSIE (Lyskov et al., 2013), uma ferramenta interfaceada com o
servidor Rosetta Server (https://rosie.rosettacommons.org/), para simulacdo de docking
molecular. Apés a simulagdo foi obtido um valor Total-5" de -854.662. Os resultados do
docking demonstraram o modo de interagdo entre a 5-HT e os aminoacidos GIn®’, Val®, Ser™,
Asn?%® 116271, 11e3* Asp®“ Phesgz e Tyr396 da VMAT2, com distancias que variam de 2,6 a 3,5 A
(Figura 5a e 5b).
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Figura 5 - Representacdo gréfica da interacdo molecular entre a 5-HT (serotonina) e a
proteina VMAT: produzida através da ferramenta ROSIE.
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(a) Posicionamento da molécula ligante no sitio ativo localizado mais ao centro no interior da proteina VMAT ,.
(b) Demonstracdo das interaces entre os aminoacidos da VMAT; e a 5-HT, caracterizando um estado de
ancoramento molecular. Fonte: Prépria pesquisa.

Tendo em vista que este neurotransmissor é pertencente a classe das monoaminas, esta
predicdo fornece uma representacdo e compreensdo mais amplas do modo como ocorrem as

interacBes moleculares que proporcionam a funcionalidade cléssica da proteina em estudo.

4. Consideracdes Finais

Neste trabalho foi possivel demonstrar por métodos in silico as principais caracteristicas
fisicas e quimicas da proteina VMAT>, além dos aminoacidos envolvidos na interacdo com o
neurotransmissor serotonina. As informacdes aqui apresentadas, podem contribuir de forma
positiva para tomadas de novas decisdes em diferentes pesquisas biomédicas que tenham a
VMAT, como foco central da investigagdo. Os resultados obtidos aqui, culminam em um
modelo tridimensional teérico da VMAT, humana, construido empregando o método de
modelagem molecular comparativa baseado em duas estruturas proteicas de transportes
(3WDO e 6EUQ) depositadas no banco de dados do PDB. A VMAT?, um tipico transportador
de monoaminas, pertencente a Superfamilia dos Facilitadores Maioritarios apresenta na regido
N-terminal um putativo peptidio sinal contendo 37 residuos de aminoécidos. A presenca de
modifica¢bes pos-traducionais do tipo N-glicosilagdo contribui diretamente para a massa (~
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55 kDa) conhecida da VMAT: biologicamente ativa. O motivo catalitico da VMAT>,
investigado sob a logica do método de docking molecular revelou que os residuos de
aminoacidos de maior importancia para a interagdo com a 5-HT sdo: GIn®’, Val®, Ser”,
Asn?%® 112t 11e3#8 Asp®®* Phe3%? e Tyr%®, todos eles apresentando distancia favoraveis de
ligagdo com o ligante. O conjunto de informagdes inerentes a VMAT,, apresentadas neste
trabalho, constituem uma boa compreensdo desta proteina transportadora, muito embora
estudos posteriores sejam necessarios, a fim de acurar os resultados aqui apresentados.
Experimentos sob a Optica de cristalografia e difracdo de Raios X, podem corroborar com 0

modo de interacdo entre a proteina VMAT2 humana e o neurotransmissor 5-HT.
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