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RESUMO

O transtorno de déficit de atengao e hiperatividade (TDAH) tem origem multifatorial, geralmente revelado na infancia
e, em alguns casos, acompanha o individuo por toda a vida, apresentando sintomas de desatencao, hiperatividade e
impulsividade. Dada a sua importancia para a saude publica, diversos estudos vém sendo realizados buscando sua
correlagdo com a expressao de genes especificos, incluindo o receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (HTR1B) que
expressa um dos receptores de serotonina e € o alvo deste estudo. Dados levantados a partir de biologia
computacional revelaram que o HTR1B esta localizado no cromossomo 6, em 6q14.1, e esta intimamente relacionado
com transtornos mentais e comportamentais. Sua expressao ocorre em diversos tecidos humanos, com destaque no
cortex cerebral que é a regidao mais afetada no TDAH. A correlagdo do gene HTR1B e o TDAH ¢é explicada pela
associagao do C861G (polimorfismo de nucleotideo Unico) com os sintomas caracteristicos do transtorno, revelando a
suscetibilidade dos portadores deste polimorfismo. O alinhamento da sequéncia de HTR1B de Homo sapiens revelou
alta identidade com espécies de primatas, majoritariamente chimpanzés. Dada a importancia do TDAH para os
individuos acometidos e os prejuizos adquiridos, a continuidade de estudos que relacionem o transtorno e a

expressao génica e proteica de HTR1B se faz necessaria, visando avangos no diagnéstico, tratamento e prevengéao.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno do Déficit de Atengao com
Hiperatividade (TDAH) tem origem multifatorial,
integrando fatores neurobioldgicos, ambientais
e genéticos com multiplos genes associados,
sendo comumente revelado na infancia,
acompanhando o individuo por toda a sua vida
(ROHDE; HALPERN, 2004), uma vez que seus
sintomas podem comprometer a vida social,
escolar e profissional, além da autoestima
(CAPELLINI et al., 2007).

No diagnéstico clinico do TDAH leva-se
em consideracdo todas as comorbidades do
paciente, sendo caracterizado por sintomas de
desatengcdo, inquietude e impulsividade,
podendo ser classificado em trés subtipos, o
misto, predominantemente  hiperativo e
predominantemente desatento (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Neste
sentido, o conhecimento e a informagao sao
imprescindiveis para a melhoria da qualidade
de vida e suporte aos portadores do TDAH,
sendo que alguns paises ja iniciaram politicas
publicas para promogao da assisténcia a
saude, priorizando sempre a protecao e a
integridade do individuo em sociedade
(COUTO; DUARTE; DELGADO, 2008).

Na analise molecular do TDAH, Mick e
Farone (2008) associaram a forte relagdo do
transtorno com os genes Dopamine Receptor
D4 (DRD4), Dopamine Receptor D5 (DRDS),
Dopamine Beta-Hydroxylase (DBH),
Synaptosome Associated Protein 25 (SNAP-
25), Solute Carrier Family 6 Member 4
(SLC6A4) e 5-Hydroxytryptamine Receptor 1B
(HTR1B), e uma baixa relagdo com Carrier
Family 6 Member 4 (SLC6A3). A partir da
recorréncia dos  sintomas no TDAH,
Topczewski (2014) sugere alteracbes nos
neurotransmissores cerebrais, principalmente a
noradrenalina, serotonina e dopamina.

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina esta
amplamente distribuida em todo o sistema
nervoso central, revelando-se essencial para o
funcionamento de diversas regulagdes
fisiologicas, como da emogdo, o controle
cognitivo, o processamento sensorial, a
aprendizagem e memoéria (LIY-SALMERON;
MENESES, 2007; MILLAN et al., 2008), sendo
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estes fatores relacionados diretamente ao
TDAH, uma vez que essas atividades
fisiolégicas estdo correlacionadas com os
sintomas  caracteristicos do  transtorno
desatento (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014). Além disso, varios
transtornos mentais ou comportamentais,
como a esquizofrenia e a depressao, estao
ligados a disfungdo da expressdo da
serotonina (XIA et al., 2020).

A sintese da serotonina no organismo
humano ¢é iniciada a partir do precursor
triptofano, o qual ¢é convertido em 5-
hidroxitriptofano pela agao da enzima triptofano
hidroxilase, seguida de uma descarboxilagéo,
chegando ao produto final (Li et al., 2018) e se
distribuindo por todo sistema nervoso central
(RANG et al, 2016). Por outro lado, a
neurotransmissdo  serotoninérgica é de
extrema complexidade, devido aos diversos
receptores nos quais a serotonina se liga. Sete
classes de receptores de serotonina (5-HTR) ja
foram descritas, sendo elas: 5-HT1 (1A, 1B,
1D, 1E e 1F), 5-HT2 (2A, 2B e 2C), 5-HT3, 5-
HT4, 5-HT5 (5A e 5B), 5-HT6 e 5-HT7 (ZIFA;
FILLION, 1992). Por funcionarem como
receptores, autorreceptores e também como
heterorreceptores, os 5-HTR podem modular a
liberagdo de dopamina influenciando os
comportamentos mediados pelo
neurotransmissor, sendo relevantes em
individuos com TDAH (QUIST et al., 2003). Um
exemplo disso é o fato de mutagdes no gene
HTR1B resultarem em alteracbes na
expressao e estrutura dos 5-HTR contribuindo
para o desenvolvimento do transtorno (HAWI et
al., 2002).

O receptor HTR1B possui papel essencial
na regulacdo da sintese e liberacdo de
serotonina, sendo que diversos polimorfismos
no seu gene estdo relacionados intimamente
aos transtornos mentais e comportamentais
(XIA et al., 2020). Estudos tém associado o
gene HTR1B a desatencao e a hiperatividade-
impulsividade (BIDWELL et al, 2017), bem
como ao comportamento agressivo (HAWI et
al., 2002).

Ainda, a associagao do polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP) C861G no HTR1B
com o TDAH revelou a suscetibilidade génica
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ao transtorno (ICKOWICZ et al., 2006). Isso &,
ocorre uma transmissdao preferencial e
supertransmissao paterna do alelo 861G para
a prole com TDAH (HAWI et al., 2002; ; QUIST
et al., 2003; ICKOWICZ et al., 2006; ). No
entanto, por ser improvavel que este
polimorfismo altere a estrutura do receptor, é
possivel que outra variante na sequéncia
codificadora ou reguladora esteja em
desequilibrio de ligagao com o C861G,
podendo colaborar com o desenvolvimento do
TDAH (HAWI et al., 2002). Assim, Quist et al.
(2003) indicaram que os genes de receptores
de serotonina, principalmente o HTRI1B,
podem ser importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de TDAH.
Neste  sentido,

considerando a
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importancia dos receptores de serotonina e sua
relacdo com o TDAH, este estudo teve como
objetivo analisar, a partir de ferramentas de
biologia computacional, o perfil de expressao
génica e proteica de HTR1B, revelando suas
caracteristicas em Homo sapiens e em outros
primatas ndo humanos.

2 MATERIAL E METODO

Estudo exploratério e descritivo foi
realizado baseando-se em revisao bibliografica
e no uso de ferramentas de Dbiologia
computacional para obtencao de dados sobre o
TDAH e HTR1B (Figura 1).

Figura 1- Etapas metodoldgicas para caracterizagdo genética e bioquimica do HTR1B.
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A revisao da literatura foi realizada nas
bases de dados Google Scholar, SciELO,
PubMed e Periédicos Capes utilizando como
entrada as seguintes palavras-chave: “TDAH”,

“transtorno de déficit de atencdo com
hiperatividade”, “HTR1B”, “receptor”, “5-
hidroxitriptamina”, “serotonina”,

“neurotransmissor’ e “bioinformatica”, bem
como seus correspondentes em inglés, além
do termo AND para incorporar a busca, sem
restricdo de ano e idioma. As bibliografias
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foram consideradas validas quando no formato
de artigo original, artigo de reviséo, tese de
doutorado, dissertagao de mestrado e trabalho
de concluséo de curso.

A sequéncia de residuos de nucleotideos
e de aminoacidos do HTR1B de Homo sapiens
no formato FASTA foi obtida a partir do banco
de dados NCBI National Center of
Biotechnology Information (https://
www.ncbi.nim.nih.gov/) e UniProtKB - UniProt
Knowledgebase (https://www.uniprot.org/).
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As caracteristicas moleculares foram
reveladas consultando a ferramenta ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) no banco
de dados Expasy, bem como as plataformas
Pfam (http://pfam.xfam.org/) e PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) para
consulta de classe e familia do HTR1B.

Por meio do PsiPred - Predict Secondary
Structure (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), a
estrutura secundaria foi predita, incluindo a
composicao de arranjos e polaridade dos
aminoacidos. Entretanto, para fins de
validacdo, a estrutura secundaria do HTR1B
também foi obtida no PDB - Protein DataBase
(https://www.rcsb.org/) e confirmada no Swiss-
Model (https://swissmodel.expasy.org/), o qual
revelou também os dominios transmembrana,
coincidindo com os resultados do Interpro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/). A distribuicao
das regides transmembranas nos dominios
citoplasmaticos e nao citoplasmaticos foi
acessada a partir do Protter (https:/
wlab.ethz.ch/protter/). Além disso, dominios e
sitios ligantes foram inicialmente levantados

pela ferramenta ScanProsite (https://
prosite.expasy.org/scanprosite) e validados
pelas plataformas NetPhos 3.1 (https://

services.healthtech.dtu.dk/service.php?
NetPhos-3.1) e NeOGLyc/NetNGLyc (https://
services.healthtech.dtu.dk/service.php?
NetOGlyc-4.0).

A localizagdo cromossémica do HTR1B
foi obtida a partir do banco de dados NCBI e
UniProtKB. As plataformas UniProtkKB, EMBL-
EBI - European Molecular Biology Laboratory
(https://www.ebi.ac.uk/) e The Human Protein
Atlas  (https://www.proteinatlas.org/)  foram
utilizadas para a descricdo da localizacdo de
expressao génica em diferentes tecidos e

orgaos.
A plataforma CELLO:  Subcellular
Localization  Predictive  System  (http://

cello.life.nctu.edu.tw/) e o software PSORT-B —
Prediction of Protein Sorting Signals and
Localization Sites in Amino Acid Sequences
(http://psort1.hgc.jp/form.html) foram
consultados para obtencdo de informagdes
sobre a localizagdo celular de HTR1B,
restringindo para organismos primatas.

A construgcdo dos alinhamentos locais, a
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analise de identidade e grau de similaridade
foram feitas utilizando a ferramenta BLAST -
Basic Local Alignment Search Tool (https://
blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), selecionando
a opgao “Nucleotide>Nucleotide”, e seguindo
como “Nucleotide collection (nr/nt)” no topico
‘Database”;, e selecionando a opgéao
“Protein>Protein”,  seguindo como  “Non-
redundant protein sequences (nr)” no tépico
‘Database”. A titulo de comparagao, em ambas
as analises nao ocorreu insergao de codigo no
topico “Organism” para que ndo houvesse
exclusdao de nenhuma espécie. Nesta analise,
a identidade (%) revelou a quantidade de
matches entre as sequéncias e o Vvalor
estatistico (E-value) apareceu zerado em todas
as espécies, considerando somente valor de
identidade superior ou igual a 97%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A serotonina apresenta um papel
essencial em diversas atividades fisioldgicas,
como a cognigdo, a atividade locomotora,
regulagdo do sono, da dor e da agressao,
inclusive atuando como neurotransmissor em
comportamentos hiperativos e impulsivos
presentes no TDAH (ICKOWICZ et al., 2006).

O gene HTR1B codifica o receptor 5-
hidroxitriptamina 1B que desempenha
importante papel no sistema serotoninérgico,
estando amplamente ligado as atividades
cerebrais e aos transtornos mentais e
comportamentais (XIA et al., 2020). Apesar do
nome oficial ser receptor de 5-hidroxitriptamina
1B, € também encontrado na literatura como
serotonina acoplada a proteina G, receptor
beta de serotonina 1D e receptor de serotonina
1B; da mesma maneira que ha variagbes para
as siglas, como 5-HT1B, HTR1D2, 5-HT-1B, 5-
HT1DB, 5-HT-1D-beta, S12 (NCBI, 2021).

Identificado pela primeira vez em 1992
por cinco grupos diferentes a partir do DNA
gendmico, o gene HTR1B foi detectado por
homologia com o HTR1D humano. Estes
estudos identificaram que o gene HTR1B nao
possuia introns (DEMCHYSHYN et al., 1992;
HAMBLIN et al., 1992; MOCHIZUKI et al.,
1992; WEINSHANK et al, 1992), estando
localizado no cromossomo 6 (DEMCHYSHYN
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et al., 1992) em 6q13 (JIN et al., 1992). Além
disso, o receptor possui caracteristicas de um
ligante a proteina G (HAMBLIN et al., 1992; JIN
et al, 1992; MOCHIZUKI et al., 1992),
codificando uma proteina de 390 aminoacidos
(DEMCHYSHYN et al., 1992; HAMBLIN et al.,
1992; MOCHIZUKI et al., 1992).

3.1 ACHADOS BIOQUIMICOS E
GENETICOS DE HTR1B VS. TDAH

Varios estudos tém correlacionado a
expressao do HTR1B com o TDAH nos mais
diferentes métodos experimentais (HAWI et al.,
2002; QUIST et al.,, 2003; ICKOWICZ et al.,
2006; BIDWELL et al., 2017; XIA et al., 2020).
Bidwell et al. (2017) associaram fortemente um
locus deste gene com a desatencédo e
revelaram tendéncia de associagdo com
hiperatividade-impulsividade. Da mesma forma,
Hawi et al. (2002), Quist et al. (2003) e Xia et
al. (2020) associaram o gene HTR1B com a
hiperatividade e agressividade, enquanto
Ickowicz et al. (2006) apontaram que a
serotonina e seus genes possuem papel
mediador nos sintomas do TDAH.

Esses dados séao possivelmente
explicados pela relagdo que a serotonina tem
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sobre a dopamina, a qual €& o principal
componente envolvido no TDAH (QUIST et al.,
2003); isso é, os neurdnios serotoninégicos
regulam a liberacdo da dopamina e o disparo
dos neurénios (ZENI, 2006). Assim, os efeitos
do gene HTR1B sobre a dopamina interferem
diretamente sobre os sintomas do TDAH, pois
alteracbes no receptor podem causar
desequilibrio na relagdo serotonina-dopamina
no cérebro (QUIST et al., 2003; GUIMARAES,
2006). Por fim, Hawi et al. (2002) indicaram
que mutagdes em HTR1B que afetem sua
estrutura ou expressao estao relacionadas ao
desenvolvimento do TDAH. A sequéncia de
nucleotideos (Tabela 1) e de residuos de
aminoacidos (Tabela 2) do HTR1B de Homo
sapiens foi obtida no NCBI (2021).

3.2 LOCALIZAGAO CROMOSSOMICA
DO GENE HTR1B E SUAS VARIANTES

Apesar de Jin et al. (1992) terem descrito
a localizagdo do gene como 6q13, atualmente
ja se sabe que a localizacédo é 6q14.1 (NCBI,
2021) (Figura 2), possuindo 2.568 nucleotideos
(Tabela 1).

Dados do UniProtKB (P28222) revelaram

Figura 2- Localizagdo cromossémica do gene HTR1B, com destaque em caixa vermelha.
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Fonte: ENSEMBL (2021).

quatro variantes dbSNP, sendo elas rs130060,
rs130061, rs130063 e rs130064, indicando
substituicdo dos aminoacidos fenilalanina por
cisteina na posicdo 124, fenilalanina por
leucina na posi¢ao 219, isoleucina por valina
na posicdo 367 e glutamato por lisina
na posicao 374 (UNIPROTKB, 2021). Hawi et
al. (2002); Quist et al. (2003); Ickowicz et al.

(2006) e sugeriram  suscetibilidade
génica ao TDAH ao observarem relagao
entre o SNP
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C861G do gene HTR1B e esse transtorno,
indicando a substituicho do aminoacido
fenilalanina por cisteina na posi¢cao 124, além
de duas substituicdes sinbnimas e uma
delecdto na regido flanqueadora 5,
concordando com dados do UniProtKB (2021).
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Tabela 1- Caracteristicas do gene HTR1B, incluindo cédigos de acesso, nome de descri¢do e sequéncia de
nucleotideos no formato FASTA

Cédigo de acesso Nome Sequéncia de nucleotideos

>NC _000006.12:¢77463491-77460924 Homo sapiens chromosome 6,
GRCh38.p13 Primary Assembly
aaacctgegatcgecacggtecttecgecctetecettecgtecgetecatgeccaagagetgegete
cggagctggggcgaggagagecatggaggaaccgggtgctcagtgegetecacegeegeecg
cgggctecgagacctgggttectcaagecaacttateetetgeteecteccaaaactgeagegeca
aggactacatttaccaggactccatctcectaccctggaaagtactgetggttatgetattggegete
atcaccttggecaccacgcetctccaatgectttgtgattgecacagtgtaccggacccggaaactge
acaccccggctaactacctgatcgectetetggeggtcaccgacctgettgtgtecatectggtgat
gcecatcagceaccatgtacactgtcaccggecgetggacactgggecaggtggtetgtgacttctg
getgtegteggacatcacttgttgeactgectccatectgeacctetgtgtecatcgecctggaceget
actgggccatcacggacgeegtggagtactcagetaaaaggacteccaagagggeggeggtea
tgatcgegetggtgtgggtcttctccatctetatctegetgecgeccttettctggegtcaggetaagg
ccgaagaggaggtgtcggaatgegtggtgaacaccgaccacatectetacacggtetactecacg
gtgggtgctttctacticceccaccctgetecteatcgecctetatggecgeatetacgtagaageccg
ctcceggattttgaaacagacgeccaacaggaccggeaagegcettgaccegageccagetgata
accgactcceccgggtccacgtectcggteacctctattaactcgegggttcececgacgtgeccage
gaatccggatctectgtgtatgtgaaccaagtcaaagtgegagtctcegacgecctgetggaaaag
aagaaactcatggcegctagggagegeaaagecaccaagaccctagggatcattttgggagectt
tattgtgtgttggctacccttcttcatcatctcectagtgatgectatetgeaaagatgecetgetggttce
NCBI: 3351 S-hydroxytryptamine | acctagccatctttgacttcttcacatggetgggctatetcaacteectcatcaaccecataatctatac
UniProtKB: P28222 | receptor 1B catgtccaatgaggactttaaacaagcattccataaactgatacgttttaagtgcacaagttgacttge

cgtttgcagtggggtcgectaagegacctttggggaccaagttgtgtetggticcacaggtaggtc
gaatcttctttcgeggtttctgggtcccagegaggcetetetetecctgggcaagggcaatggatectg
agaagccagaatagtcctgagagagagcetctgaaaggagaagtgttgaaactaaatgtagagett
ccetgeccaggaggaggcteacttecteeectecaagececegggetcageactgacectgeggea
gccaatcccaaagggggttgcaacttttaaaaattgataatggaagggaatcectgecctgetttgg
tatcgtggataatgeccactagaagceagtgtacttgtaattgttgtctgaagectgtetgagacagat
ctacatacagcctggcagtacttgaactagacgcttaatgecctgtgtttttggggogagaactttgt
gttacagcttaatttaagaacagttactttggcatcattcagtcttcactttttgtctatttaaacttggttg
gagaaacttgtggatttggtgcticaaaccctatgtgtggcttggatggcgcagagaaaccttgaag
agttaacagcaaaattctgatgctgagatctctatttttattatacttgaaactatatgggegtegstg s
gtgggaatgggagatgaggagtgttaaactgagaatcaacacctatgattgtttgttttctgcagattt
acaattttgtaattcctgtttagegattgtcaagecacaactctaacaaacaaaccattatgtgtgetag
tgcegaagtcetgeagactgctttattttttctettaatttcatgtacctgteactttacacatttaaatcece
ataaatgaagggtatgatgggtgactcageccacactgetgctatatttcttactaatgecaattggtaa
aaccgattagtattggaaatatactgtttcttaacaagaaaagtgtctttatttcttatccaatttagtgag
atgtgaaggagactgatgacatggggatagttcttacacaattgaggaatggggtgogoocaata
geaggatgtatattttgacttgtaaaaaaatcttaaaatgcatgaaacttttatctgatagtcatttgcac
tetectteccatetgtgattecttgtgtgctaacatataaagaaaccaagagaactatcttectteteca
gaaaccttaaaaatacagttaagggccctaaaaacgatattgaaaagaaaataaacttgtttettttt

Fonte: Os autores. Dados extraidos do NCBI.

3.3 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS conformacional que dispara a sinalizagao via
DA PROTEINA HTR1B proteinas de ligagdo do nucleotideo guanina
(proteinas G) e modula a atividade de seus
Para a proteina HTR1B em Homo efetores, como a adenilato ciclase. A
sapiens encontrou-se apenas um depdsito de sinalizacdo inibe a atividade da adenilato
sequéncia no NCBI e UniProtKkB (até ciclase, enquanto os membros da familia
outubro/ 2021 (Tabela 2). Segundo arrestina inibem a sinalizagao via proteinas G e
dados do PubChem e PFAM, o receptor Pproduzem a liberagao de serotonina, dopamina
expresso €& uma proteina acoplada a € acetilcolina no cérebro, afetando assim a
proteina G (GPCR), pertencente & classe atividade neural.
A Rhodopsin-like e subfamilia A19. Quando
a serotonina se liga ao seu receptor,
ocorre uma  mudancga
ID 2311
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Tabela 2- Caracteristicas do receptor HTR1B, incluindo codigos de acesso, nome de descrigéo e sequéncia de
aminoacidos no formato FASTA

Codigo de acesso Nome Sequéncia de aminoacidos

>NP_000854.1
sapiens]
MEEPGAQCAPPPPAGSETWVPQANLSSAPSQNCSAKDYI
YQDSISLPWKVLLVMLLALITLATTLSNAFVIATVYRTRK
LHTPANYLIASLAVTDLLVSILVMPISTMYTVTGRWTLG
QVVCDFWLSSDITCCTASILHLCVIALDRYWAITDAVEYS
AKRTPKRAAVMIALVWVFSISISLPPFFWRQAKAEEEVSE
CVVNTDHILYTVYSTVGAFYFPTLLLIALYGRIYVEARSR
ILKQTPNRTGKRLTRAQLITDSPGSTSSVTSINSRVPDVPS
ESGSPVYVNQVKVRVSDALLEKKKLMAARERKATKTLG

5-hydroxytryptamine receptor 1B [Homo

NCBI: NP_000854
UniProtKB: P28222

S-hydroxytryptamine
receptor 1B

IILGAFIVCWLFFIISLVMPICKDACWFHLAIFDFFTWLGY
LNSLINPITYTMSNEDFKQAFHKLIRFKCTS

Fonte: Os autores. Dados extraidos do NCBI.

A sequéncia da proteina HTR1B em
Homo sapiens no NCBI tem como cddigo de
acesso NP_000854 e 390 aminoacidos, massa
molecular de 43,56 kDa e ponto isoelétrico de
8,96. A sequéncia de aminoacidos revelou a
composig¢ao dos principais residuos, sendo Leu

(10,8%), Ala (9,0%) e Ser (9,0%) como os mais
prevalentes, e Met (2,1%) e His (1,3%) como
os menos frequentes, tendo 14 Asp e 13 Glu
carregados negativamente e 18 Arg e 18 Lys
carregados positivamente (Tabela 3).

Tabela 3- Composicao e frequéncia de aminoacidos da sequéncia primaria de HTR1B

Aminodcido Abreviatura e sigla Quantidade Frequéncia
Leucina Leu (L) 42 10,8%
Alanina Ala (A) 35 9.0%

Serina Ser (S) 35 9,0%
Valina Val (V) 32 8,2%
Isoleucina lle (1) 31 7.9%
Treonina Thr (T) 31 7.9%
Prolina Pro (P) 22 5,6%
Lisina Lys (K) 18 4 6%
Arginina Arg (R) 18 4 6%

Fenilalanina Phe (F) 17 4 A%

Tirosina Tyr (Y) 15 3,8%
Aspartato Asp (D) 14 3,6%
Glutamato Glu(E) 13 3,3%

Glicina Gly (G) 12 3,1%

Asparagina Asn (N) " 2.,8%

Cisteina Cys (C) 11 2.8%
Glutamina Gin (Q) 10 2,6%
Triptofano Trp (W) 10 2,6%
Metionina Met (M) 8 2.1%
Histidina His (H) " 1,3%

Fonte: Os autores. Dados extraidos do ProtParam.

Apesar da predicdo do PsiPred, a partir
da sequéncia primaria dos residuos de
aminoacidos do HRT1B, indicar a presenca de
dez arranjos alfa-hélice intercalados com
curva-beta e um pequeno fragmento com
conformacgao-beta, outros bancos de dados e
softwares de analise de biologia computacional
revelam estruturas secundarias diferentes para
o receptor. A analise da estrutura secundaria
do HTR1B no PDB, com cdédigo de acesso
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6G79 e nomeada como 5-hidroxitriptamina
receptor 1B, indicou a presenca e localizagao
de oito arranjos alfa-hélice, porém demonstrou
ter um comprimento de sequéncia menor
comparado a de outros bancos de dados,
possuindo 364 residuos de aminoacidos
(Figura 3).
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Figura 3- Arranjos da estrutura secundaria do HTR1B revelada por microscopia eletronica.

Fonte: RCSB PDB (2021).

Por outro lado, no Uniprot (P28222) a
estrutura secundaria é revelada com apenas
treze arranjos de alfa-hélice, sem descrever a
presenca de curva-beta que une os arranjos, o
que seria primordial nos conceitos bioquimicos.

Ainda na plataforma do Expasy, no Swiss-
Model, ha a predicdo da estrutura secundaria
concordando com o PDB (6G79), mas
revelando sete arranjos alfa-hélice, sendo
todos de dominio transmembrana. Esses
dados foram validados pelo Interpro
(IPR002147), no qual a estrutura secundaria
completa indica quatro dominios
citoplasmaticos, quatro dominios nao
citoplasmaticos e sete dominios
transmembrana.

Tendo como base a analise no Protter, foi
possivel ilustrar a localizagdo dos dominios
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transmembrana  citoplasmaticos e néo
citoplasmaticos, bem como os sitios de
glicosilagao presentes na estrutura proteica do
HTR1B (Figura 4), como as modificagdes pos-
traducionais. Estas modificacbes sao eventos
criticos que alteram as propriedades da
proteina causando diversos efeitos, como
ampliacao e regulacado da funcéo, alteracao da
atividade, localizacdo e dobra/curva, assim
como na interacdo com outras proteinas
(MANN; JENSEN, 2003; SEO; LEE, 2004).
Khoury; Baliban; Floudas (2011) destacam
ainda a possibilidade de diferentes formas de
modificacdo pods-traducional ocorrerem em
conjunto, diferentemente das mutagdes que
surgem apenas uma vez por posi¢ao.
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Figura 4- Predicao da localizacdo dos dominios transmembrana citoplasmaticos
e nao citoplasmaticos a partir do Protter
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Fonte: Adaptada de Omasits et al. (2014).

Treze sitios foram revelados a partir de
analise nos bancos de dados PROSITE,
NeOGLyc/NetNGLyc e Glygen, como mostra o
quadro 1, incluindo glicosilagédo, fosforilagéo,
miristoilacdo e amidacao. Apesar de existirem
dois principais tipos de dlicosilagdo, O-
glicosilagao e N-glicosilagdo (JAEKEN, 2010),
os resultados indicam apenas sitios de N-
glicosilagado na HTR1B, consistindo no
processo de adigdo de um oligossacarideo ao
grupo amino da aspargina extracelular
(CZUBA; HILLGREN; SWAAN, 2018), sendo
doze alvos, sete residuos de serina nas
posicdes 16, 25, 26, 27, 30, 34 e 388, dois
residuos de treonina 18 e 243, e trés residuos
de asparagina 24,32 e 245.

Quanto a fosforilagdo foram identificados
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trinta e sete residuos alvo, sendo vinte de
serina nas posig¢oes 27, 30, 34, 45, 64, 90, 127,
136, 158, 197, 258, 263, 265, 266 283, 295,
334, 362, 372 e 389 e dezessete de treonina
nas posi¢des 63, 73, 77, 82, 107, 110, 1127,
116, 152, 162, 209, 213, 243, 247, 252, 313 e
315. Além disso, sao alvos de fosforilagdo da
proteina quinase dependente de AMPc e
GMPCs os intervalos 249-252 e 310-313.
Ainda, a sequéncia primaria do HTR1B
apresenta intervalos alvo para miristoilacdo
(118-123, 262-123, 317-322) e amidagao (247-
250).



A. S. L. Gongalves et al

Revista Multidisciplinar em Saude. v. 2 n. 4 (2021)

Quadro 1- Sitios de glicosilagéo, fosforilagdo, miristoilagdo e amidacao do receptor HTR1B

Sitios

Residuos de aminoacido alvo

ASN_Glicosilagao

Serl6, Thr18, Asp24, Ser25,
Ser26, Ser27, Ser30, Asp32,
Ser34, Thr243, Asp245 e Ser388

Fosforilagdo da proteina quinase C (PKC)

Ser34, Thr63, Thr73, Thr77%,
Thr110, Thr112*, Ser158, Thr162
Thr209, Thr213, Thr247*, Ser263,

Ser266, Thr315 e Ser389

Fosforilag@o da caseina quinase II (CKII)

Ser34, Ser127, Thr152, Ser197 e
Ser372

Fosforila¢do da proteina quinase dependente de cAMP e cGMP

249-252 e 310-313

Fosforilagao da quinase dependente de ciclina (CDK)

Ser27, Ser45, Ser64, Ser258 e

Ser265
Fosforilagdo da proteina quinase dependente de DNA (DNApk) Ser30, Ser90 e Thr107
Fosforilacdo da proteina cinase dependente de GMPc (PKG) Ser34 e Thr313

(P38Mapk)

Fosforilag@o das proteinas quinases ativadas por mitogeno p38

Thr82, Thr162, Thr243 e Ser283

Fosforilagdo da proteina quinase A (PKA)

Thr116, Ser136, Thr252, Ser295,
Thr313, Ser334 e Ser362

Fosforilacdo da quinase 5 dependentes de ciclina (CdkS5)

Thr162, Thr243 e Ser283

Fosforilagdo da proteina quinase B (PKB) Thr313
N-Miristoilagdo 118-123,262-123 ¢ 317-322
Amidagao 247-250

Fonte: Os autores. Dados extraidos do PROSITE, NeOGLyc/NetNGLyc e Glygen.

3.4 EXPRESSAO GENICA E PROTEICA
DE HTR1B EM TECIDOS E ORGAOS
HUMANOS

A expressdo do gene HTR1B esta
descrita no cortex cerebral, corpo estriado,
amigdala, medula, hipocampo, nucleo caudado
e putdmen, enquanto a proteina ¢é
principalmente encontrada nas células do
musculo liso da artéria cerebral (UNIPROTKB,
2021), mas também no rombencéfalo, lobo
frontal cerebral, hipofise, diencéfalo e
mesencéfalo (EMBL-EBI, 2021), e
abundantemente expressa no musculo estriado
(JIN et al., 1992). Dados obtidos no The
Human  Protein Atlas (2021) apontam
expressao do HTR1B no cérebro, estbmago e
placenta, com destaque nas regides do ganglio
basal, cortex, ponte, medula e hipotalamo.

Apesar do coértex ndo possuir a maior
expressao de HTR1B dentre as regides do
cérebro, essa € a mais afetada no TDAH (LIU
et al.,, 2017). Liu et al. (2017) observaram
padrao de afinamento cortical em pacientes
com TDAH, com foco nas regides frontal e
temporal, as quais incluem areas criticamente
relacionadas aos mecanismos de atengao. As

ID 2311

regides temporal inferior esquerdo, orbitofrontal
esquerdo e medial direito, além da frontal
superior bilateral revelaram menor espessura
cortical, indicando papel importante na
patogénese do TDAH. Além disso, a
conectividade funcional aumentada no cortex
frontal superior obteve relacdo positiva com a
hiperatividade e a impulsividade.
Anormalidades em estruturas subcorticais,
como o ganglio basal, regidao importante no
controle da atencdo, também tém sido
observadas em estudos de imagem (HAWI et
al., 2002).

3.5 LOCALIZAGAO CELULAR DE
HTR1B

Dados levantados a partir do PSORT
utilizando os residuos de aminoacidos de
HTR1B revelaram a localizagdo celular na
membrana plasmatica (score 0,600) e no
reticulo endoplasmatico (score 0,300). Por
outro lado, dados levantados a partir da
plataforma CELLO utilizando sequéncia de
nucleotideos indicaram a localizagao celular na
membrana plasmatica como regido celular
prevalente (score 4,928). Wang et al. (2013)




Revista Multidisciplinar em Saude. v. 2 n. 4 (2021)

relataram a localizag&o do receptore HTR1B na
membrana plasmatica como um feixe candnico
de sete a-hélices transmembranas,
caracteristico dos receptores pertencentes a
familia GPCR (SARKAR et al., 2020), como é o
caso do receptor em estudo.

3.6 IDENTIDADE DA SEQUENCIA DE
HTR1IB DE HUMANOS E OUTROS
PRIMATAS

O alinhamento da sequéncia de
nucleotideos (tabela 4) e de aminoacidos
(tabela 5) de HTR1B de Homo sapiens com
outras espécies, bem como a frequéncia de

A. S. L. Gongalves et al.

identidade (%), os dados de E-value, os
cédigos de acesso e nomes das espécies,
incluindo pares de base (bp) estdo contidos
nas Tabelas 4 e 5. E possivel observar
similaridade com outros depédsitos deste
mesmo receptor de Homo sapiens, porém com
menor quantidade de pares de bases. Além
disso, os alinhamentos revelaram maior
identidade entre a sequéncia de Homo sapiens
e as de espécies de primatas, como Macaca
silenus, M. nigra, M. sylvanus, M. nemestrina e
M. mulatta, todos com 97,04%, e mais de um
depdsito para as espécies M. sylvanus, M.
nemestrina e M. mulatta.

Tabela 4- Identidade do alinhamento da sequéncia de nucleotideos do receptor HTR1B de Homo sapiens com outras
espécies (em %)

Espécie (nome popular) E-value ldentidade Acesso

Homo sapiens (homem) 0.0 100 NM 000863.3
Homo sapiens (homem) 0.0 100 M75128.1
Homo sapiens (homem) 0.0 99.86 MR89478.1
Homo sapiens (homem) 0.0 99.77 D10995.1
Homo sapiens (homem) 0.0 99.77 AK290080.1
Homo sapiens (homem) 0.0 99,75 MS83180.1
Homo sapiens (homem) 0.0 99.72 M84986.1
Macaca silenus (macaco-cauda-de-ledo) 0.0 97,04 KC862501.1
Macaca nigra (macaco-de-crista das Celebes) 0.0 97.04 KC862500.1
Macaca sylvanus (macaco-de-gibraltar) 0.0 97,04 KC862493.1
Macaca nemestrina (macaco-de-cauda-de-porco) 0.0 97,04 KC862487.1
Macaca mulatta (macaco-rhesus) 0.0 97,04 KCR862456.1
Macaca mulatta (macaco-rhesus) 0.0 97,04 KC862465.1

Fonte: Os autores. Dados obtidos no Blastn.
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Anbazhagan et al. (2010) relataram
homologia entre os receptores de serotonina
de humanos e primatas, com um total de 32
residuos de aminoacidos idénticos entre as
duas sequéncias. Além disso, o chimpanzé
possui 100% de identidade de HTR1B, HTR1F
e HTR7 quando comparado com a sequéncia
de humanos. Ainda, os autores indicaram que
humanos e outros primatas ndao humanos
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apresentam diferencas em certos parametros,
como o tamanho do cérebro, padrées e
densidade de expressdo génica, modificagdes
no RNA e interagdes gene-ambiente. Assim,
apesar do alto nivel de conservagcdo do
HTR1B, isso nao resulta diretamente que esse
gene possui funcdo semelhante entre as
especies analisadas.

Tabela 5- Identidade do alinhamento da sequéncia de aminoacidos do receptor HTR1B de Homo sapiens com outras
espécies (em %)

Espécie (nome popular) E-value Identidade Acesso

Homo sapiens (homem) 0.0 100,00 NP 000854.1
Gorilla gorilla gorilla (gorila do ocidente) 0.0 99,74 XP 004044362.2
Homo sapiens (homem) 0.0 99,74 BAF82769.1
Nomascus leucogenys (gibdo-de-bochechas-brancas) 0.0 99,23 XP 003271184.1
Gorilla gorilla gorilla (gibao-de-bochechas-brancas) 0.0 99.49 Q9N2B7.1
Pongo abelii (Orangotango-de-sumatra) 0.0 99,23 XP 024104495.1
Rhinopithecus roxellana (macaco dourado) 0.0 98.46 XP 010364919.1
Hylobates moloch (gibao prateado) 0.0 98,72 XP 032020632.1
Piliocolobus tephrosceles (...) 0.0 98,46 XP 023078874.1
Macaca mulatta (macaco rhesus) 0.0 97,95 AGN73566.1
Macaca fuscata (macaco japonés) 0.0 97,95 AGN73542.1
Macaca fuscata (macaco japonés) 0.0 97,95 AGN73540.1
Macaca fuscata (macaco japonés) 0.0 97,95 AGN73543.1
Trachypithecus francoisi (Langur de frangois) 0.0 97,69 XP 033091488.1
Theropithecus gelada (babuino gelada) 0.0 97,95 XP 025239549.1
Macaca nemestrina (macaco de cauda de porco do sul) 0.0 97.95 AGN73583.1
Macaca fuscata (macaco japonés) 0.0 97.69 AGN73547.1
Papio anubis (babuino anubis) 0.0 97,69 XP 003897874.2

Fonte: Os autores. Dados obtidos no Blastp.
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Além disso, estudos revelam que o
HTR1B de Homo sapiens possui homologia
com a sequéncia de residuos de aminoacidos
desse receptor em ratos (HAMBLIN et al.,
1992; MOCHIZUKI et al., 1992) e também com
o receptor 5-HT1D de cées e humanos
(DEMCHYSHYN et al., 1992).

5 CONCLUSAO

Dados levantados a partir da revisdo de
literatura e utilizando diferentes ferramentas de
biologia computacional possibilitaram
descrever caracteristicas sobre a funcédo e
estrutura bioquimica e génica do HTR1B e sua
relacdo com o TDAH.

O gene HTR1B néao possui introns, esta
localizado em  6q14.1, possui 2.568
nucleotideos e codifica o receptor 5-
hidroxitriptamina 1B, o qual é traduzido em 390
residuos de aminoacidos, compondo uma
estrutura proteica localizada prevalentemente
na membrana plasmatica, com sete a-hélices
transmembranares. Apresentando
modificacbes pos-traducionais, com destaque
aos sitios de (licosilacdo, fosforilagéo,
amidacdo e miristoilagdo, tem sua estrutura
alterada, influenciando sua funcionalidade. O
receptor HTR1B desempenha importante papel
no sistema da serotonina, atuando como
modulador envolvido em atividades cerebrais,
bem como nos transtornos mentais e
comportamentais. A expressdo génica e
proteica de HTR1B esta descrita em diversas
regides do corpo humano, incluindo o cérebro
com destaque ao cortex cerebral, regido mais
afetada no TDAH.

A associacao de HTR1B com o TDAH é
sustentada pela relagédo da expressao génica
com os sintomas padrdo do transtorno, a
desatengdo e a hiperatividade-impulsividade,
além da correlacdo observada entre o
polimorfismo de nucleotideo unico C861G do
gene com tais sintomas. Assim, mutagdes no
gene HTR1B que alterem sua estrutura ou
expressdao  podem  contribuir para o
desenvolvimento do TDAH.

Por fim, a analise da identidade de
HTR1B de H. sapiens comparada a outros
organismos revela 100% de identidade com
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chimpanzés. No entanto, a auséncia de
evidéncias deixa duvidas se o gene e a
proteina possuem funcdo semelhante nessas
espécies.

Dada a importancia do TDAH para os
individuos acometidos por este transtorno e os
prejuizos  adquiridos, ¢é importante a
continuidade de estudos que o relacione com a
expressao de HTR1B visando descobertas que
contribuam para o seu diagnéstico, tratamento
e até prevencgao.
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