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G Protein-Coupled Receptors

Abstract: The G protein-coupled receptors (GPCRs) constitute the largest superfamily of proteins
encoded by the human genome. These receptors are membrane proteins which share a common
structure of seven transmembrane helices and are involved in the cellular signal transduction through
activation of heterotrimeric protein (G protein) in intracellular environment. This activation signal,
mediated by the agonist binding to the extracellular domain of the receptor, is transmitted into the cell
and activates many signaling cascades in different physiological events such as neurotransmission,
growth, metabolism, differentiation of the cell, secretion and immune defense. As a consequence, these
receptors are described as therapeutic targets for more than 50% of drugs sold worldwide. Thus, the
study of the molecular mechanism involving GPCRs has become essential to understand the cellular
signaling and, consequently, the rational design of new therapeutic agents, e.g. antihypertensive drugs.
Therefore, this review reports the structural characteristics, the activation mechanism, the G protein
activation and the classification of these membrane proteins of huge physiological and
pathophysiological importance.
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Resumo

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituem a maior superfamilia de proteinas codificadas
pelo genoma humano. Estes receptores sdo proteinas de membrana que compartilham uma estrutura
de sete hélices transmembranares, tendo como fungdo a transdugdo do sinal celular pela ativacdo de
proteinas heterotriméricas (proteina G) no meio intracelular. Esta ativacdo, mediada pela interacdo do
agonista no dominio extracelular do receptor, se propaga no meio intracelular, ativando diversas
cascatas de sinalizagdo em diferentes processos fisiolégicos como neurotransmissdo, crescimento,
metabolismo, diferenciacdo celular, secrecdo e defesa imunoldgica. Por atuarem em sistemas
fisioldgicos fundamentais para a vida humana, estas proteinas sdo alvos terapéuticos para mais de 50%
dos farmacos vendidos no mundo inteiro. Desta forma, a compreensdo do mecanismo molecular
envolvendo esses receptores tornou-se fundamental para o entendimento da sinalizagdo celular e,
consequentemente, o desenvolvimento racional de novos agentes terapéuticos, e.g., anti-hipertensivos.
Assim, esta revisdo descreve as caracteristicas estruturais, o mecanismo de ativacdo, a ativacdo de
proteinas G e o sistema de classificagdo dessas proteinas de membrana de grande importancia
fisioldgica e patofisioldgica.

Palavras-chave: GPCR; proteina G; agonista.
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Consideragoes finais

1. Introdugao

A transdugdo de sinais € um processo
bioldgico fundamental que coordena as
fungdes celulares, mantendo a homeostasia
em todos organismos." Muitas atividades
celulares s3ao reguladas por sinais
extracelulares gerados por agonistas ou

mecanismos de mecanotransdugdo,” os quais
sdo reconhecidos via ativacdo de diferentes
classes de receptores localizados na
superficie celular.®® Dessa forma, as
proteinas de membrana agem como uma
interface de comunicag¢do entre os ambientes
externos e internos da célula, sendo também
alvos terapéuticos de diversas classes de
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farmacos'”, e.g. receptor de GABA,
(ansioliticos, antiepilépticos e anestésicos),®
receptor de insulina (hipoglicemiantes),’
receptor do fator de crescimento vascular
endotelial (antitumorais)® e Bs-

adrenoreceptor (anti-hipertensivos).’

Dentre as varias familias de receptores de
membrana, a superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (G protein-coupled
receptors, GPCRs) se destaca por participar

ativamente em diversos processos
fisiologicos.'>*? Os GPCRs sdo proteinas de
membrana que constituem a maior

superfamilia de proteinas codificadas pelo
genoma humano, com mais de 800 genes.”**®
Quando ativados, estes receptores atuam em
conjunto com proteinas citosdlicas
(conhecidas como proteinas G) traduzindo o
sinal do meio extracelular para o meio
intracelular.>*”*® Consequentemente, uma
cascata de sinalizacGes é ativada no meio
intracelular, proporcionando enfim a
resposta celular.

A ativacdo destes receptores é mediada
pela interacdo, em seu dominio extracelular,
de vdrios tipos de moléculas bioativas,

incluindo ions, aminas biogénicas,
aminodcidos, peptideos, lipideos,
nucleotideos e proteinas.***'*?*  Como

resultado, os GPCRs desempenham um papel
importante em muitos processos fisioldgicos
(e.g. neurotransmissao, crescimento,
metabolismo e diferenciagdo  celular,
secrecdo e defesa imunoldgica), sendo alvos
terapéuticos de mais de 50% dos farmacos
vendidos no mundo inteiro.****>** Assim, o
objetivo desta revisdo é descrever as
caracteristicas estruturais, o mecanismo de
ativagdo, a transdugdo de sinal celular e o
sistema de classificagdo dessas proteinas de
membrana de grande importancia fisioldgica
e patofisiolégica, compilando dados na
literatura atual a fim de facilitar o acesso a
informacGes sobre estes importantes
sistemas bioldgicos.

«
) Substancia ativa de origem humana, animal,
vegetal ou quimica a qual se atribui uma atividade
apropriada para constituir um medicamento.

Vo

2. Caracteristicas estruturais dos
GPCRs

Embora exista uma diferenca consideravel
no tamanho molecular dos GPCRs, a
estrutura de todos os membros dessa
superfamilia apresenta sete a-hélices que
transpassam a membrana celular (dominios
transmembranares, TMs), expondo a regido
amino-terminal (N-terminal) e trés alcas de
interligacdo (EL1, EL2 e EL3) no meio
extracelular, e a regido carboxi-terminal (C-
terminal) juntamente com outras trés algas
de interligacdo (CL1, CL2 e CL3), no meio
intracelular (Figura 1A). As alcas CL1, CL2 e
CL3 ficam ligadas a proteina G no meio
intracelular, que possui a funcdo de propagar
o sinal de ativacdo que se inicia no dominio
extracelular do receptor. Adicionalmente, a
organizacdao da estrutura tercidria destes
receptores é semelhante a de um canal,
formando uma cavidade polar e interiorizada
na membrana entre os sete TMs, originando
sitios de ligacdo oclusos (Figura 1B) ou
expostos (Figura 1C)."***?® Estas informagdes
estruturais foram baseadas, inicialmente, em
estudos de difracdo de elétrons de baixa
resolucdo e em predicbes estruturais,
utilizando ferramentas de bioinformatica e
modelagem molecular.>”

Recentemente, Kooistra e colaboradores
(2013) mostraram, através de técnicas
computacionais, que, apesar da topologia
conservada dos sete TMs dentre os GPCRs, as

caracteristicas estruturais das interagGes
entre ligante e receptor sdo bastante
diversificadas.®® Assim, devido a essa

diversidade, torna-se impraticavel extrapolar
dados observados em um determinado
receptor para os demais membros dessa
superfamilia.®® Adicionalmente, apesar dos
métodos computacionais terem avangado

bastante nas duas ultimas décadas, em
alguns casos, a aplicacao dessas
metodologias falha em reproduzir os

resultados experimentais de maneira precisa
e validada. Isso ocorre quando ndo existe
sequéncia primaria da proteina alvo, quando
os moldes proteicos apresentam baixa
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identidade ou ainda quando os alvos
apresentam regides ndo conservadas e com

Meio extracelular

C CL3
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alta flexibilidade.**

Meio intracelular

Figura 1. (A) Representagdo das caracteristicas estruturais dos GPCRs, mostrando o arranjo
espacial dos sete dominios transmembranares (TMs), assim como as regiées amino e carboxi-
terminais e as algas de interligacdo localizadas no meio extracelular (EL1, EL2 e EL3) e
intracelular (CL1, CL2 e CL3). (B) Regido extracelular do receptor bovino de rodopsina com o
ligante no sitio de ligacdo ocluso. (C) Regido extracelular do receptor humano A,, de adenosina
com o ligante no sitio de ligacdo exposto para o meio extracelular (adaptado de

Venkatakrishnan et al., 2013)*

Com o avancgo das técnicas experimentais
de difracdo de raios-X, novas estruturas de
GPCRs foram resolvidas e depositadas no
servidor Protein Data Bank ** (PDB), por

exemplo, rodopsina; 27,33-42 Bi- e By
adrenoceptores;‘B'51 receptor A, de
adenosina (AZAR);SZ'53 receptor D; de

dopamina® e receptor CXCR, de
quimiocina.” Além disso, o receptor humano
de quimiocina foi o primeiro GPCR
determinado através da técnica de
espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear (RMN), o que provavelmente abrira
espago para resolucdo de novas estruturas.”®
> A Figura 2 representa uma linha do tempo
com todas as estruturas de GPCRs
depositadas no PDB até o momento (maio de
2013).

Embora a cristalografia por difracdao de
raios-X seja uma técnica utilizada ha décadas,
tendo um reconhecido histérico de sucesso, o

processo de cristalizagdo de uma proteina é
complexo ou mesmo invidvel, devido a
fatores como regides intrinsecamente
desordenadas e amostras com propriedades
conformacionais heterogéneas.
Consequentemente, a etapa mais critica na
determinacdo de estruturas baseadas em
raios-X continua sendo a obtencdo de cristais
de alta qualidade. No entanto, novas
estratégias relacionadas a cristalografia por
difracdo de raios-X vém sendo utilizadas.
Estas incluem a utilizacdo de anticorpos,*®*
* receptor para lisozima
termoestabilizagao dos GPCRs por
mutagenese de varrimento (scanning)
sistematico’”*® ou até mesmo por
introduc3o de ligagdes dissulfidicas,*®®® o que
reduz a flexibilidade da  proteina
possibilitando a cristalizagdo na conformacgao
ativa, intermedidria ou inativa, dependendo
do ligante complexado.

44,46,66
T4,

Rev. Virtual Quim. |Vol 5| |No.5| |981-1000|



Hoelz, L. V. B. et al. D‘/q

Rodopsina bovina

(1F88)
mGIuR
'(11ss)
GRK-2 GPC
(10MW)
B2h
(2RH1)
oy
'é’ GRK-1 (3C4W)
A2 Blperu ~ ori (3EHsS)
Vo (3EML
3 (3EML) (VT4 prhiR Beam)

H1Rh .« PACIRh
@4 (3RZE) r;% (3N94)
D P )
@; Sy
J.

Yo
e S Q 4,
L §
1Y '

M2Rh GABA; M3Rh CXCR1 h (2LNL)
(3UON) (4F11) (4DAJ) RMN em estado sélido

< Zz. AT ;
6 M
NTSR1r (4GRV) ! o “ %

S1P1R h (3V2Y) Kappa ORh  MuORc DeltaORc
N/OFQOR h (4EA3) (4DJH) (4DKL) (4EJa)

Figura 2. Linha do tempo representando as estruturas de GPCRs depositadas no servidor
PDB com os respectivos cédigos destacados entre parénteses: mGIuR (receptor metabotrdpico
de glutamato); GRK-2 GPC (receptor de quinase 2 acoplado a proteina G); GRK-6 (receptor de
quinase 6); B2 h (B,-adrenoceptor humano); A2A (receptor de adenosina A,,); B1 peru (B:-
adrenoceptor de peru); GRK-1 (receptor de quinase 1); CRF1 (receptor do fator de liberacao de
corticotropina do tipo 1); PTH1R (receptor 1 do hormonio de paratirdide); D3R h (receptor 3 de
dopamina de humano); CXCR4 h (receptor 4 de quimocina de humano); H1R h (receptor 1 de
histamina de humano); PACI1R h (receptor do tipo 1 do polipeptideo ativador da adenilato-
ciclase pituitaria de humano); Kappa OR h (receptor opidide Kappa de humano); Mu OR h
(receptor opidide Mu de humano); Delta OR h (receptor opidide Delta de humano); NTSR1 r
(receptor 1 de neurotensina de rato); S1IP1R h (receptor de esfingosina 1-fosfato de humano);
N/OFQ OR h (receptor de nociceptina/orfanina FQ de humano); M2R h (receptor muscarinico 2
de humano); GABA; (Receptor B do acido gama aminobutirico de humano); M3R h (receptor
muscarinico 3 de humano); CXCR1 h (receptor 1 de quimiocina de humano)

Apesar desse avanco, alguns pontos cristalizacdo, as modificagdes pos-
devem ser destacados. O primeiro é que, com  traducionais (MPTs) sdo frequentemente
o emprego destes novos métodos de removidas ou ndo incorporadas durante o
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processo de purificacdo da proteina. As MPTs
sdo eventos de processamento que alteram
as propriedades das proteinas através da
glicosilacdo de residuos, clivagem proteica ou
adicdo de um ou mais aminodacidos. Essas
modificagbes  podem determinar  as
estruturas tercidrias e quaternarias, além de

regularem as atividades, localizacdo e
funcdes de uma proteina.* Proteinas
quinases, por exemplo, alternam suas

conformagdes ativas ou inativas através de
MPTs coordenadas respectivamente pela
adicdo ou remocao de grupos fosfatos a
aminodacidos especificos, como tirosina ou
treonina.”® Outro ponto que deve ser
destacado é o aumento evidente da restricao
conformacional de regides flexiveis (algas e
regides N- e C-terminais) o que limita a
compreensdao funcional e estrutural das
mesmas. Além disso, podem ocorrer
indiretamente alteracGes na mobilidade de
outras regides, como, por exemplo, hélices
TM e até mesmo modificacbes na interacdo
por encaixe induzido, gerando possiveis erros
de interpretacdo estrutural. Portanto, a
relacdo custo-beneficio deverd ser sempre
avaliada antes de utilizar tais estratégias.

Por outro lado, a espectroscopia de RMN
consegue determinar estruturas de proteinas
tanto em solugdo quanto em estado sélido,
sem a necessidade de obter cristais como na
técnica de cristalografia por difragdo.”””® A
técnica por RMN é particularmente util em
definir a conformag¢do de proteinas com
baixo peso molecular, bem como proteinas
com regioes intrinsecamente
desordenadas.®  Entretanto, deficiéncias
inerentes a técnica assim como limitagdes da
espectroscopia restringem a caracterizagao
de alta qualidade quando a proteina
apresenta alto peso molecular. Apesar dessa
limitacdo, a elucidagdao estrutural por RMN
permite o monitoramento das mudancgas
conformacionais da proteina ou do complexo
ligante-proteina quando ocorrem mudancas
nas condi¢cdes da amostra, sendo, portanto,
extremamente util no estudo da dindmica de
protel'nas.eo'62 Com isso, torna-se evidente
qgue a caracterizacdo do receptor CXCR1
(codigo do PDB: 2LNL) por RMN, fornece uma
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nova perspectiva de estudo ndo apenas
tridimensional, como também estudos onde
as mudangas conformacionais podem ser
observadas em tempo real.

3. Ativacao dos GPCRs

A comunicagao celular é um processo
fisiolégico fundamental no controle da
homeostasia, assim como na deflagracdo de

uma enfermidade. Geralmente, todo o
processo se inicia com a liberagdo de
moléculas, sejam pequenos

neurotransmissores ou até mesmo grandes
fatores de sinalizacdo, que poderdo ser
distribuidos por uma distancia curta, caso
desempenhem sua fungdo em células
vizinhas (sinalizacdo pardcrina), ou para
varios outros tecidos (sinalizacdo enddcrina).
De uma maneira mais simples, podemos dizer
que esses mensageiros extracelulares
carregam consigo a capacidade de iniciar ou
inibir processos de sinalizacdo a fim de obter
uma resposta bioldgica especifica e, em geral,
fundamental naquele instante. Entretanto,
em muitos casos, esses mensageiros
moleculares ndo  conseguem  atingir
diretamente a cascata no citoplasma. Ao
invés disso, a mensagem é transferida
através da ativacdo de um receptor na
membrana celular e o sinal §,
consequentemente, enviado para a cascata
de sinalizagdo. No caso especifico dos GPCRs,
estes receptores, juntamente com a proteina
G, formam a ponte central na cadeia de
comunicacdo com o meio extracelular, que é
ativada sempre que o GPCR a ela acoplado
entra em contato com seus agonistas.”*

Em muitos GPCRs, o sitio de ligacdo dos
agonistas enddgenos se localiza na cavidade
formada pelos sete TMs (Figura 3A).”>”® No
entanto, em outros tipos de GPCRs, como os
receptores de hormodnios peptidicos, o sitio
de ligagdo ¢é formado pelas algas
extracelulares e alguns residuos dos dominios
TMs (Figura 3B).*"*%7 Além disso, em
receptores de neurotransmissores, como o
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receptor de glutamato (Figura 3C)*”* e os

receptores de hormonios glicoproteicos
(Figura 3D),”>” o sitio de ligacdo esta

Vq

localizado na regido N-terminal, que é

extensa e muito estruturada.

Figura 3. Representacdo dos modos de ligacdo distintos observados na interagdo de
ligantes com os GPCRs: (A) receptores de fétons, aminas biogénicas, nucleosideos, icosandides
e grupos lipidicos (acido lisofosfatidico e 1-fosfato de esfingosina); (B) receptores de
aminodcidos neuropeptideos; (C) receptores de glutamato; (D) receptores de hormdnios

glicoproteicos (adaptado de Ji et al., 1998)"

De acordo com Rubenstein e
colaboradores (1998), os GPCRs estdo em um
equilibrio conformacional entre os estados
ativo e inativo.”® Assim, a interacao de
agonistas plenos ou parciais altera esse
equilibrio na direcdo do estado ativo,
enquanto que a interacdo de antagonistas
direcionam o equilibrio para o estado inativo
do receptor. Kobilka e Deupi (2007)

propuseram que a energia do complexo
agonista-receptor é usada para alterar a rede
de interacGes intramoleculares  que
estabilizam o receptor no estado inativo,
favorecendo a conformacdo ativa do GPCR. A
Figura 4 mostra dois possiveis modos de
guebra destas interagdes, influenciando,
assim, a mudanca do arranjo conformacional
dos TMs.”’

Rev. Virtual Quim. |Vol 5| |No.5| |981-1000|
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Figura 4. Possiveis mecanismos de ativacdo dos GPCRs mediada por agonistas: (A) o agonista
guebra e liga-se diretamente nos aminodcidos envolvidos nas ligacdes intramoleculares que
estabilizam o estado inativo do receptor, levando o receptor para um estado ativo; (B) a
ligacdo do agonista quebra as interacbes que estabilizam o receptor no estado inativo,
estabelecendo um novo conjunto de interagbes com o receptor, levando-o para um estado

ativo (adaptado de Kobilka et al., 2007).”

No primeiro caso (Figura 4A), os agonistas
podem efetuar a mudanga conformacional
simplesmente quebrando as interagles
intramoleculares existentes no estado inativo
do receptor, ligando-se diretamente aos
aminodcidos envolvidos nestas interagdes e,
assim, estabilizando o estado ativo de
conformagdo.”” Por outro lado, no segundo
mecanismo (Figura 4B) os agonistas podem
servir como pontes, quebrando as interagdes
de estabilizagdo do estado inativo e fazendo

novas interagdes com o receptor, que
estabilizam o estado ativo do receptor.

No entanto, esses dois mecanismos
podem ocorrer simultaneamente para

qualquer molécula ativadora (i.e. agonista),
em particular para ligantes de maiores
dimensdes, como os agonistas peptidicos.”’
De qualquer modo, em ambos os modelos
apresentados na Figura 4, ndo existe um sitio
de ligagdo pré-existente para agonistas no
estado inativo do receptor. Assim, para que o
ligante interaja com o receptor, deve haver
também um conjunto de transi¢cOes
conformacionais na estrutura do GPCR que
permita a exposi¢cdo dos residuos do sitio de
ligacdo.”

As intera¢cOes intramoleculares ndo-
covalentes relacionadas com o processo de
ativacdo sdo definidas como “interruptores
moleculares”, que existem no estado inativo
dos GPCRs e que devem ser quebradas para
ativar o receptor. Um determinado GPCR
pode ter varios interruptores moleculares.
Por exemplo, nos GPCRs que sdo
estruturalmente semelhantes a rodopsina, os
principais interruptores descritos na literatura
sdo a tranca ibnica e o rotamero de
alternancia.”

A tranca ibnica consiste numa ponte salina
formada entre a arginina (situada no TM3) do
motivo estrutural DRY, formado pelos

residuos Asp“gm, Arga'50 e Tyr3'51, e o

) 0s residuos conservados dentre os GPCRs
semelhantes a rodopsina (e.g., Asp3'49) sdao
numerados de acordo com o esquema
desenvolvido por Ballesteros e Weinstein, que
identifica o TM, i.e., 3, e a posicdo, i.e., 49, que
esse residuo se encontra no TM (Ballesteros et al.,
2001).
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glutamato (Glu®*°) (situado no TM6), ambos

localizados na regido citoplasmdtica do
receptor (Figura 5A).” A interacdo idnica
entre esses dois residuos estabiliza a
conformacdo inativa do receptor.””’®

O rotamero de alternancia parece estar
envolvido na ativacdo dos receptores de
amina e opsina.79 Esse interruptor molecular
envolve os residuos Cys**, Trp®*® e Phe®*,
localizados no TM6. Simulagdes estocasticas
utilizando o algoritmo de Monte Carlo
sugerem que as mudangas conformacionais

A A

Vq

das cadeias laterais destes residuos sao
acopladas e aumentam o angulo de curvatura
do TM6 no estado ativo do receptor, tendo
como ponto de torg3o o residuo de Pro288°%>°
(Figura 5B).”

Alguns estudos experimentais, utilizando
o HMAR, propdem que estes dois
interruptores moleculares (i.e. tranca iGnica e
o rotamero de alternancia) podem ser
ativados independentemente um do outro e
gue determinados agonistas se diferenciam
na capacidade de ativa-los.”””®

Figura 5. Representacdo dos interruptores moleculares encontrados no cristal de H8,AR
(codigo PDB: 2RH1): (A) tranca idnica; (B) rotamero de alternancia

Muitos estudos experimentais analisaram
as mudangas conformacionais dos GPCRs,
durante a ativacdao mediada por agonistas,
incluindo os receptores: rodopsina, HB,AR e
muscarinico M3.8°%  Observou-se que a
ativacdo da rodopsina envolve um
movimento de corpo rigido, principalmente
dos TM3 e TM6, onde o movimento do TM6
apresenta uma amplitude maior do que o do
TM3. Mudangas conformacionais também
foram observadas no TM2, embora de menor
amplitude quando comparadas aquelas do
TM6 e do TM3 (Figura 6).5* Outros estudos
indicam um movimento de rotacdo do TM6

no sentido horario, quando visto do meio
intracelular, e o afastamento das regiGes
citoplasmaticas dos TM6 e Tm3.%*
Adicionalmente, Altenbach e colaboradores
propuseram que as regifes citoplasmaticas
do TM7 e do TM1 também se afastam, assim
como o TM2 e a H8.”*

Os dados obtidos a partir destes estudos
foram semelhantes aos estudos com outros
GPCRs similares a rodopsina, sugerindo que,
pelo menos este grupo de receptores
compartilham um mecanismo de rearranjo

. . ~ _ 80-82,85,86,92
conformacional durante a ativagao.
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0TM3 e 0 TM6

Figura 6. Movimentos dos sete TMs apresentados pelos GPCRs semelhantes a rodopsina,
durante a ativacdo mediada por agonistas (adaptado de Dezi et al., 2007)*

4. Ativagao subsequente de
proteinas G

A mudanga conformacional mediada pela
interacdo do agonista ativa o receptor,
promovendo a interagdo com um ou mais
membros da familia de proteinas G (Figura
7A). No entanto, alguns estudos relatam que
as proteinas G também podem ser
constitutivamente  associadas ou  pré-
acopladas aos GPCRs.***** Estas proteinas
sdo GTPases formadas por trés subunidades
designadas (pelo tamanho decrescente) «
(alfa), B (beta) e y (gama). As diferencas
encontradas na subunidade «a permitem a
classificacdo em distintas familias de
proteinas G."

Em 1995, Wall e colaboradores
resolveram por difracdo de raios-X a
estrutura tridimensional de uma proteina-G
(cédigo do PDB: 1GG2, Figura 7B) tornando

mais clara a relagdo entre as subunidades ¢,
f e y e elucidando parte do mecanismo de
ativacdo  intracelular dos  receptores
metabotrdpicos e as caracteristicas fisico-
quimicas dessa proteina.”

Existem pelo menos treze tipos de
proteinas G, divididas em quatro familias: Ga
estimulatéria (Gas); G inibitéria (Gay,); Ga
ativadora de fosfolipase C (Gag1); € Ga que
interage com transportadores de ions
(Gay/13). Cada familia é composta por varios
membros que compartilham semelhanga
estrutural e, frequentemente, propriedades
funcionais.”®*®® A Tabela 1 mostra a divisdo
das familias de proteinas G heterotriméricas,
os genes relacionados com sua expressao, as
regidoes no organismo onde sao encontradas
(distribuicdo) e os mecanismos de acdo
intracelular associados com cada membro de
uma familia em particular.
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Proteina G

N

Figura 7. (A) Representacdo da estrutura da proteina G acoplada ao GPCR, mostrando as
subunidades Ga, Gf e Gy; (B) Estrutura heterotrimérica com a subunidade a;; colorida em azul
(residuos 199-216 em vermelho), a subunidade B, estd em verde e y, em amarelo (adaptado
de Wall et al., 1995).”

Tabela 1. Familias das proteinas G heterotriméricas: nome, gene, distribuicdo e mecanismo
de acdo intracelular (adaptado de Wettschureck et al. 2005 e Wang et al. 2013)"*%°

MECANISMO DE ACAO

NOME GENE DISTRIBUICAO INTRACELULAR

Subunidade a

Familia G,
G 0 (estimulatéria) GNAS Ubiquo ®AC (Todos os tipos) T
Gax
(GNASXL) Neuroenddcrino

(variante com amino
terminal extendido)

ac?T

Gaorr

(do tipo olfatério)

GNAL Epitélio olfatério, cérebro

Familia Ga; /0

Gay e
GNAI1 Amplamente distribuido
(inibitdria tipo 1)
AC (tipos
Gap GNAI2 Ubiquo LILV,VILVILIX) 4
(inibitdria tipo 2)
G,
3 GNAI3 Amplamente distribuido
(inibitdria tipo 3)
Ga,
o GNAO Neuronal, neuroenddcrino
(agdo inibitoria de b c
canais de Ca”) vbccl, ‘GIRK1 T
Gy,
(resistente 3 toxina GNAZ Neuronal, plaquetas
pertussica)
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Gagust A H A
Células gustativas, células em
. GNAT3 & ppE 1
(variante presente em escova
células gustativas)
Ganr Bastonetes da retina, células
) GNAT1 .
(transducina de gustatlvas
bastonetes) PDE 6 T
Go.
G GNAT2 Cones da retina

(transducina de cones)

Familia Gag /11

*pLC T

Gay
(agdo GNAQ Ubiquo
estimulatdria de
PLC)
Goayy
(variante tipo GNA1l Quase ubiquo
11)
Gag
GNA14 Rins, pulmio, bago

(variante tipo
14)

G0515/16
GNA16 (Gnals)

(variante tipo
15/16)

Células hematopoiéticas

Familia Gaiy13

Galz f g i
PDZ-°RhoGEF/LARG, Btk
o GNA12 Ubiquo OGEF/LARG, Bk,
(variante tipo Gaplm, caderina
12)
Ga13 h
, 115RhoGEF, PDZ, PDZ-
GNA13 Ubiquo P °

(variante tipo
13)

RhoGEF/LARG, radixina

®AC, adenilato ciclase; bVDCC, canal de Ca* dependente da voltagem; “GIRK, canal retificador de K*
regulado pela proteina G; dPDE, fosfodiesterase; °PLC, fosfolipase C; fPDZ, dominio estrutural, com cerca
de 80-90 aminodcidos, encontrado em proteinas sinalizadoras de bactérias, virus, leveduras, plantas e
animais.” ®RhoGEF, fator de troca do nucleotideo guanosina para GTPases Rho.hP115, fator de
transporte essencial para o trafego de proteinas do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi.

iBtk, tirosina quinase de Bruton.'®

Com a ativagdo do GPCR, a conformacdo
da proteina G também muda, induzindo a
troca de uma molécula de GDP (difosfato de
guanosina) por GTP (trifosfato de guanosina)
no sitio catalitico localizado na subunidade
Ga. O complexo GTP-Ga se dissocia das
subunidades £ e ¥ (GS-7),"" transmitindo o
sinal celular para uma variedade de efetores

intracelulares de ativacdo ou inibicao de
enzimas (e.g. adenilato ciclase, GMPc
fosfodiesterases e fosfolipases) e/ou de
canais ionicos (e.g. os canais de potassio e
calcio dependentes da voltagem),
aumentando a concentracao de segundos

mensageiros no meio intracelular (Figura
8) 2,5,101-102
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SINALIZAGAO

Figura 8. Representacdo esquematica da ativacdo da proteina G através de um estimulo
extracelular desempenhado por um agonista

Simultaneamente, Ga catalisa lentamente
a desfosforilacdo da molécula de GTP para
GDP, resultando na reassociacdo da Ga com
G-y e, desta forma, o retorno da proteina G
ao estado inativo.’®'® Uma variacdo deste
sistema permite que um receptor ative mais
de uma proteina G, como descrito
anteriormente. Além disso, a ativacdo
simultdanea de mais de um tipo de GPCR
resulta na iniciagdo de multiplos sinais
celulares, que podem interagir entre si (um
fenbmeno comumente descrito como cross-
talk).>™® Esta interacdo pode ocorrer de
varias formas: se ambos os receptores tém
uma via de transduc¢do de sinal em comum, a
ativacdo pode aumentar a resposta celular.
Por outro lado, se a ativagao simultanea gera
transducdo de sinais opostos, a resposta
celular pode ser atenuada. Outros tipos de
interagBes podem incluir a dessensibiliza¢ao,
ativacdo de outros receptores ou vias de
segundos mensageiros.'® O resultado final
do processo de ativacdo de multiplos sinais
gera uma resposta celular integrada.>'%*

5. Sistema de classificacao dos
GPCRs

Varios sistemas de classificacdo foram
usados para organizar a superfamilia de
GPCRs em classes ou familias.’***% Alguns
sistemas agrupam estes receptores de acordo
com a regido de interagdo de seus ligantes,
com a identidade da sequéncia primaria ou
com as caracteristicas fisiolégicas e
estruturais.>'%

A base de dados GPCRDB utiliza um dos
mais populares sistemas de classificagdo,
dividindo 0s GPCRs de forma
hierarquica.’®**° Neste sistema de
classificacdo, os GPCRs sdo organizados em
quatro niveis: classe (ou familia), subclasses
(ou subfamilias), tipos e subtipos de
receptores. Na Ultima versdo da GPCRDB
(03/2012), a superfamilia de GPCRs foi
dividida em cinco classes distintas (Tabela 2)
de acordo com os ligantes enddégenos.'** ™
Esse sistema agrupa os GPCRs dentro de 5
familias principais: semelhantes a rodopsina
(Classe A), semelhantes ao receptor de
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secretina (Classe B), receptores
metabotropicos de glutamato/feromdnio
(Classe C), receptores vomeronasais e

receptores de paladar.

Apesar de possuir apenas 19 subfamilias,
a classe A é a maior e mais estudada, sendo
constituida por aproximadamente 90% dos
membros da superfamilia de GPCRs
(Tabela 3).1% > No entanto, apesar de

Hoelz, L. V. B. et al.

pertencerem a mesma classe, a identidade
global da sequéncia de todos os receptores
semelhantes a rodopsina é baixa e restrita a
um pequeno numero de residuos de
aminoacidos muito conservados e
distribuidos em cada um dos sete dominios
TMs, o que implica no compartilhamento de
caracteristicas estruturais e do mecanismo de
ativag50.19,23,72,106

Tabela 2. Classes ou familias de GPCRs com seus respectivos numeros de subclasses ou
subfamilias (adaptado da base de dados GPCRDB, 2013)

CLASSES OU FAMILIAS

NUMERO DE SUBCLASSES OU

SUBFAMILIAS
Classe A - GPCRs semelhantes a rodopsina 19
Classe B - GPCRs semelhantes ao receptor de secretina 34
Classe C - GPCRs de glutamato metabotrdpico / feromonio 8
GPCRs vomeronasais (V1R e V3R) 12
GPCRs de paladar (T2R) 0
Receptores de AMP ciclico (CAR) 0

Tabela 3. Subclasses ou subfamilias da classe A (receptores semelhantes a rodopsina) com a
respectiva quantidade de tipos de receptores (adaptado da base de dados GPCRDB, 2013)

SUBCLASSE OU SUBFAMILIA

QUANTIDADE DE TIPOS DE

RECEPTORES

Amina 7

Peptideo 32
Hormonio protéico 5
Opsina 9

Olfatdrio 290
Prostandide 3
Semelhante a nucleotideo 2
Canabindide 2
Fator ativador de plaqueta 0
Hormonio liberador de 4

gonadotrofina

Hormonio liberador de tireotrofina 3
Melatonina 2
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Viral 4
Lisoesfingolipideo e acido
fosfatidico 12
Receptor de leucotrieno B4 2
Receptor de hormonio de ecdise 0
Receptor de acido hidrocarboxilico 2
CAPA (Neuropeptideos) 0
Orfis da classe A 15

Os GPCRs semelhantes ao receptor de
secretina (classe B) constituem a segunda
maior classe, que inclui receptores para
peptideos como: secretina, glucagon,
peptideos semelhantes ao glucagon (GLP),
peptideo relacionado ao gene de calcitonina,
hormonio paratireoidiano (PTH) e fator de
liberacdo de corticotropina. Em comparacao
com os GPCRs de classe A, esses receptores
exibem uma grande cavidade descrita como
potencial sitio para ligacdo de peptideos.
Apesar da semelhanca do estrutural dos sete
TMs, as hélices TM6 e TM7 apresentam
diferencas significativas em seu arranjo
tridimensional do ponto de vista do meio
extracelular. Além disso, esta classe nao
apresenta o dominio H8, presente no C-
terminal dos receptores de classe A."*®*°

A recém identificada classe C de GPCRs
possui como agonistas enddégenos moléculas
como ions, aminoacidos e aclcares. Seus
membros incluem receptores
metabotropicos de glutamato (receptores
mGlu), receptores de acido y-aminobutirico
(receptores GABAg), receptores sensiveis Ca>*
(receptores CaS), receptores de paladar (do
inglés taste receptor type 1, T1Rs), receptores
de feromonios (receptores vomeronasais do
tipo 2, V2R), receptores olfativos nos peixes e
diversos receptores orfdaos. A caracteristica
estrutural para esta classe é o dominio N-
terminal notavelmente grande e
estruturado.”® Outra caracteristica da classe
C é a dimerizagdo obrigatéria, como
homodimeros (receptores de mGlu e de CaS)
ou heterodimeros (receptores de GABAg e de
T1Rs). A interacdo alostérica entre os
diferentes dominios de dimero resulta em

um processo de ativagdo particularmente
complexo.'?**??

A classe de GPCRs vomeronasais sao
descritos como potenciais receptores de
feromodnios identificados no orgao
vomeronasal (i.e., érgdo quimiossensorial
localizado na base do septo nasal de
animais), sdo receptores que apresentam
caracteristicas  estruturais comuns aos
demais GPCRs e, diferente dos receptores
V2R (classe C) possuem uma regido N-
terminal curta.'”

A classe T2R de GPCRs possui receptores
de paladar que detectam o sabor amargo. Os
ligantes que ativam os receptores T2R tém
estruturas quimicas variadas e incluem
alcaloides naturais, como o quinino, cafeina,
nicotina e morfina. Além disso, existem
poucos estudos acerca da estrutura e funcao
destes receptores, e sé recentemente alguns
estudos voltados para a elucidacdo os
mecanismos de ligagdo ao T2RS foram
publicados. Em relagdo a caracteristicas
estruturais, de modo geral, os membros
desta familia possuem as alcas EL2 e CL3
menores do que os GPCRs de classe A."**

Uma outra classe de GPCRs é constituida
por receptores ativados por AMP ciclico
(CAR), presentes em células de Dictyostelium
discoideum, um microrganismo amebiano
capaz de formar agregados que agem como
um Unico organismo multicelular. Suas
células expressam receptores do tipo CAR
com diferentes graus de afinidade pelo
AMPc, dessa forma, este ligante quimiotatico
é capaz de regular os diferentes estagios de
diferenciacdo e agregacao deste
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microrganismo.125
6. Consideragoes finais

Esta revisdo sintetiza informacgdes
importantes e atualizadas sobre a
superfamilia de GPCRs, assim como aborda
mecanismos moleculares que controlam sua
ativacdo. Estes receptores estdo envolvidos
em diversos processos fisioldgicos que
regulam a homeostase do nosso organismo e,
portanto, sdo alvos no tratamento de
patologias e desenvolvimento de novos
farmacos. A intervencdo em cascatas de
sinalizagdo mediadas pelos GPCRs é
particularmente interessante devido ao seu
papel iniciador (i.e. o bloqueio ou ativacao),
que influencia exponencialmente a
quantidade de segundos mensageiros e
moléculas efetoras. Assim, a compreensdo de
mecanismos de “interruptores moleculares”,
como a tranca i6nica e o rotamero de
alternancia, deverdo facilitar a concepcgao de
novas moléculas que interfiram nestes
mecanismos de forma a ativa-los ou bloquea-
los.

Como mencionado anteriormente, mais
de 50% dos farmacos comercializados
mundialmente possuem esta classe de
proteinas como alvo terapéutico, desta
forma, além da importancia terapéutica, é
claramente notéria a importancia econémica
da classe. O avango no planejamento de
compostos eficazes dependerd, em grande
parte, da associagdo entre estudos
experimentais (difracdo de raios-X e RMN) e
tedricos (dinamica molecular, estudos de
ancoramento molecular e modelagem
comparativa) que, juntos, possibilitardo um
maior entendimento da ativacdo e das
cascatas de sinalizacdao dos GPCRs.
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