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“A beleza da ciéncia esta em sua estrutura.”

— Carl Sagan



Resumo

A familia SLC6 abrange transportadores de solutos dependentes de ions sédio e cloreto,
os quais desempenham um papel fundamental na manutencao da homeostase celular, mediando
o transporte transmembranar de neurotransmissores, aminoacidos e outros pequenos solutos.
Esses transportadores participam de diversos processos fisiologicos e constituem alvos
terapéuticos de relevancia clinica para o tratamento de disturbios neurologicos e psiquiatricos,
como depressdo, esquizofrenia, doenca de Parkinson e epilepsia. Esta revisdo propde um
panorama abrangente das caracteristicas funcionais e estruturais da familia SLC6, com énfase
na arquitetura conservada LeuT-fold e nas variagdes que influenciam a seletividade por
substrato, a dindmica do transporte e o reconhecimento por farmacos. Técnicas de resolugao
estrutural, como a cristalografia por difracdo de raios-X e a microscopia crioeletronica,
viabilizaram a elucidagdo de estruturas tridimensionais com resolucao atdomica, revelando sitios
de ligacao e dominios regulatorios. A cristalografia fornece imagens altamente resolvidas, mas
¢ limitada pela necessidade de cristalizagcdo, especialmente em proteinas de membrana. J& a
microscopia crioeletronica supera essa limitagdo, permitindo capturar multiplos estados
conformacionais, embora com menor resolu¢do em algumas regides flexiveis. Para proteinas
sem estrutura experimental resolvida, empregou-se modelagem por homologia com base em
moldes bacterianos e eucariontes como LeuT, MhsT e dDAT. A metodologia adotada consistiu
na coleta sistematica de dados estruturais disponiveis em bancos especializados, seguida de
analise comparativa entre transportadores modelados e resolvidos. Buscou-se também discutir
implicacdes funcionais e farmacologicas dos elementos estruturais descritos, contribuindo para
o entendimento dos mecanismos moleculares que regem o funcionamento desses

transportadores e refor¢cando seu potencial como alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Transportadores SLC6; cristalografia; cryo-EM; modelagem por homologia;

farmacologia estrutural.



Abstract

The SLC6 family comprises sodium- and chloride-dependent solute transporters that
play a key role in maintaining cellular homeostasis by mediating the transmembrane transport
of neurotransmitters, amino acids, and other small solutes. These transporters are involved in
several physiological processes and are clinically relevant therapeutic targets for the treatment
of neurological and psychiatric disorders such as depression, schizophrenia, Parkinson’s
disease, and epilepsy. This review presents a comprehensive overview of the functional and
structural characteristics of the SLC6 family, with emphasis on the conserved LeuT-fold
architecture and structural variations that influence substrate selectivity, transport dynamics,
and drug recognition. Structural resolution techniques such as X-ray crystallography and cryo-
electron microscopy enabled the elucidation of three-dimensional structures at atomic
resolution, revealing binding sites and regulatory domains. While crystallography provides
high-resolution images, it is limited by the requirement for crystallization, particularly for
membrane proteins. Cryo-electron microscopy overcomes this limitation by capturing multiple
conformational states without crystallization, although resolution may be lower in flexible
regions. For proteins without experimentally resolved structures, homology modeling was
employed based on bacterial and eukaryotic templates such as LeuT, MhsT, and dDAT. The
adopted methodology involved systematic data collection from structural databases, followed
by comparative analysis of modeled and resolved transporters. Functional and pharmacological
implications of the described structural elements were also discussed, contributing to the
understanding of the molecular mechanisms that govern the operation of these transporters and

reinforcing their potential as therapeutic targets.

Keywords: SLC6 transporters; LeuT-fold; crystallography; cryo-EM; homology modeling;

structural pharmacology.
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1. Introducao

Os transportadores de solutos (SLCs) constituem uma ampla classe de proteinas
transmembranares responsaveis pelo trafego de diversos compostos, como aminoacidos,
neurotransmissores, vitaminas, ions e metabolitos essenciais entre os meios intra e extracelular.
Sua localizagdo nas membranas celulares ¢ essencial para a manutencdo da homeostase,
regulando a absorcdo de nutrientes, a eliminacao de metabdlitos e a sinalizacao intracelular,
influenciando diretamente o comportamento celular (1). Os diferentes membros da superfamilia
SLC apresentam variagdes estruturais relacionadas a natureza dos substratos transportados, as
quais envolvem modificagdes nas interagdes moleculares decorrentes da disposicdo de
aminoacidos nos sitios de ligacao, a dependéncia de ions inorganicos para o acoplamento € o

transporte, bem como distintos mecanismos de translocag¢do dos substratos.

Dentre as 65 familias atualmente reconhecidas na superfamilia SLC, a familia SLC6 tem
se destacado nas ultimas décadas como foco de estudo farmacolégico e fisiologico. A
investigacao de inibidores seletivos e eficazes, assim como a elucidagdo dos mecanismos de
funcionamento desses transportadores, representa uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes para doengas de alta relevancia global, como a
doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, esquizofrenia, transtorno de déficit de atencao e

hiperatividade (TDAH), epilepsia, depressao e transtornos de ansiedade (2—13).

A familia SLC6 apresenta como caracteristica distintiva o mecanismo de cotransporte
acoplado a ions Na* e CI, os quais nao apenas participam diretamente do processo de
translocacao dos substratos, como também contribuem para a estabilizagdao destes no sitio de
ligagdo ativo. Entretanto, estudos indicam que, além dos ions Na* e Cl-, o antiporte de K*
também pode estar envolvido na dindmica de transporte de determinados substratos (14). Os
transportadores dessa familia operam segundo um modelo de transporte alternante, no qual a
proteina sofre transicdes conformacionais que expdem alternadamente o sitio de ligagdo do
substrato para o meio extracelular ou intracelular, passando por um estado ocluso no qual o
substrato fica isolado, garantindo assim o transporte controlado e direcionado dos substratos

através da membrana. (15).

Com base na natureza dos substratos transportados e na similaridade de sequéncia, os
membros da familia SLC6 sdo organizados em quatro subgrupos principais: i. Transportadores

de monoaminas (MAT), que incluem os transportadores de dopamina (DAT), serotonina (SERT)
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e norepinefrina (NET); ii. Transportadores de acido y-aminobutirico (GABA), compostos pelos

transportadores GAT1, GAT2, GAT3 ¢ BGTI, além dos transportadores de osmoélitos como

taurina (7auT) e creatina (CT1); iii. Transportadores de aminoacidos do tipo I, que atuam na

captagdo de aminoacidos neurotransmissores, como glicina (GlyT1 e GlyT2), prolina (PROT) e

aminoacidos neutros e cationicos (478’ +); iv. Transportadores de aminoacidos do tipo II, que

sdo responsaveis pelo transporte de aminoacidos com fungdo predominantemente nutricional

(14,16-18) (Figuras 1 e 2) (Tabela 1).

Tabela 1 — Transportadores, genes e respectivos substratos

Sfldtrfilcr?r:zf traI::pr)gertC;Cc)ior Gene Substrato(s) principal(is)
I(\/IN?R?I_?mmas DAT SLC6A3 |[Dopamina
ISERT |lSLC6A4  |[Serotonina |
INET |SLC6A2  |[Norepinefrina |
VA GATL SLC6AL |GABA
IGAT2 ISLC6AL3 ||[GABA |
IGAT3 ISLC6AL1 ||[GABA |
[BGT1 ISLC6AL2 |[Betaina, GABA |
TauT ISLC6A6  |[Taurina, betaina |
IcT1 |ISLC6A8 ||Creatina |
[CT2* |ISLC6A10P||Pseudogene |
Aminoacidos I ||GlyT1 |ISLC6A9  ||Glicina |
IGlyT2 SLC6A5  ||Glicina |
IPROT |lSLC6A7 |[Prolina |
TR SLCBAL4 Ami_noéc!d_os neutros e catiénicos (ex:
leucina, lisina)
Aminoacidos 11 ||SIT1 SLCea20 ||'Midazol derivados (ex: prolina,
pipecolato)
BoATI SLCBAL9 Aminoécidos neutros (ex: leucina,
isoleucina)
BoAT? SLCBA15 Aminoécidos neutros (ex: metionina,
valina)
BoAT3 SLCBA1S Aminoécidos neutros (ex: leucina,
isoleucina, valina)
NTT4 SLCBALT ggjssﬂllgg, leucina, arginina
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Aminoacidos neutros e basicos
(pouco caracterizado)

* Em humanos, € considerado um pseudogene, o que significa que ndo ¢ funcionalmente ativo como um gene que

NTT5 SLC6A16

codifica uma proteina.

Transportadores de monoaminas Transportadores de GABA e osmdlitos

Transportadores de aminoacidos 11 Transportadores de aminoacidos I

Figura 1 - Arvore filogenética da familia de transportadores SLC6. Os transportadores da familia SLC6 sio
organizados em quatro subgrupos principais: transportadores de monoaminas, de GABA, de aminoacidos do tipo
I e de aminoacidos do tipo II. O transportador SLC6A10, classificado como transportador de creatina, foi omitido
da arvore por corresponder a um pseudogene. Figura criada pelo autor (alinhamento por Clustal Omega; construgio

no iTOL; edi¢do no Inkscape).
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Heatmap da Matriz de Identidade de Sequéncias (Familia SLC6)
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Figura 2 - Heatmap da matriz de identidade de sequéncias das proteinas humanas da familia SLC6. Os valores
representam a porcentagem de identidade entre pares de sequéncias. Figura criada pelo autor (alinhamento por

Clustal Omega; visualizagdo no R com os pacotes ggplot2 e viridis).
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo apresentar um panorama atualizado da familia SLC6, com
énfase na comparagao de suas caracteristicas estruturais disponiveis, sobretudo aquelas obtidas
por meio de estruturas resolvidas experimentalmente. Busca-se também discutir aspectos
funcionais e farmacologicos relevantes, contribuindo para o entendimento dos mecanismos
moleculares que regem o funcionamento desses transportadores e seu potencial como alvos

terapéuticos.
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3. Metodologia

Foi realizada uma reviso bibliografica abrangente nas bases de dados PubMed, ScienceDirect,
Scopus, Web of Science e no repositorio Protein Data Bank (PDB). A busca contemplou artigos
publicados entre 2017 e 2025, escritos em inglés, com enfoque em estrutura tridimensional,
fun¢do e farmacologia dos transportadores da familia SLC6. Foram selecionados estudos
experimentais envolvendo cristalografia de raios X e Cryo-EM, revisdes sistematicas e
modelagens estruturais por homologia com validagdo. Critérios de exclusdo envolveram artigos
considerados irrelevantes para o escopo estrutural ou com metodologia de baixa qualidade. Ao

final, 87 artigos foram analisados e considerados pertinentes para a elaboragdo desta revisao.
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4. Resultados e discussao

4.1 Estrutura geral

A familia SLC6 integra a superfamilia dos cotransportadores de sdédio e
neurotransmissores (Neurotransmitter:  Sodium Symporter — NSS), composta por
transportadores estruturalmente homoélogos que compartilham um mecanismo conservado de
transporte ativo secundario, acoplado ao gradiente eletroquimico de ions s6dio. Membros da
superfamilia NSS estdo presentes em organismos procariontes € eucariontes € sao amplamente
reconhecidos por sua atuagao na recaptacao de neurotransmissores como dopamina, serotonina,
noradrenalina, GABA e glicina, sendo fundamentais para a regulacdo da neurotransmissao
sinaptica (19). O avango no entendimento estrutural dos transportadores da familia SLC6 foi
viabilizado por técnicas de alta resolucdo, como a cristalografia por difragdo de raios-X e a
microscopia crioeletronica (cryo-electron microscopy — cryo-EM), que permitem a obtencgao de
modelos tridimensionais em resolugdo atdmica, revelando aspectos detalhados da organizagao
proteica e da localizagdo dos sitios de ligacao de substratos e ions. Para proteinas cuja estrutura
tridimensional ainda ndo foi resolvida experimentalmente, modelos obtidos por modelagem por

homologia tém sido amplamente utilizados como alternativa valida (20-22).

O transportador de leucina (LeuT), oriundo da bactéria Aquifex aeolicus, foi o primeiro
membro da superfamilia NSS a ter sua estrutura tridimensional resolvida, representando um
marco fundamental para os estudos de transportadores de neurotransmissores dependentes de
Na*. A partir da elucidacdo de sua estrutura por cristalografia de raios-X, LeuT passou a ser
amplamente utilizado como modelo para a compreensao dos mecanismos de transporte dessa
superfamilia, especialmente dos membros eucaridticos da familia SLC6, com os quais
compartilha elementos funcionais e conformacionais centrais. A estrutura do LeuT forneceu
evidéncias iniciais do mecanismo de transporte por acesso alternante, além de possibilitar a
identificacdo de sitios especificos de ligagdo a ions e substratos. Por essas razdes, o LeuT
estabeleceu as bases para o desenvolvimento de modelos computacionais por homologia e para
a interpretagdo funcional de transportadores humanos da NSS, mesmo na auséncia de estruturas

resolvidas experimentalmente (23).

A estrutura do LeuT é composta por 12 hélices transmembranares (7Ms), conectadas por

seis algas extracelulares (EL/—EL6) e cinco algas intracelulares (/L/-IL5). Ambas as
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extremidades N-terminal e C-terminal encontram-se voltadas para o meio intracelular. Destaca-
se, ainda, a presenca de uma repeti¢ao estrutural entre as hélices TMI1-TM5 e TM6—TM 10, que
formam um arranjo simétrico e dao origem a um pseudo-eixo de simetria, resultando em uma
arquitetura helicoidal denominada 5+5, amplamente conhecida como LeuT-fold (23) (Figura

3).

EL6

™12

Figura 3 - Representac@o bidimensional da topologia transmembranar caracteristica do LeuT-fold, composta por
12 hélices transmembranares organizadas em uma arquitetura 5+5 simétrica. A estrutura ¢ tipica dos
transportadores da familia SLC6 e representa o modelo de acesso alternante observado nesses cotransportadores.
Figura criada pelo autor [edi¢do no Inkscape, com elementos adaptados do Bioicons (DBCLS), licenciados sob

CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)].

Além disso, o transportador LeuT apresenta um sitio central de ligagao ao substrato (S1)
bem definido, localizado no espaco formado pelas hélices TM1, TM3, TM6 e TMS. Destaca-se
que TM1 e TM6 possuem interrup¢des em suas estruturas helicoidais, originando segmentos
denominados TM1a/TMI1b e TM6a/TM6b, respectivamente. Essa descontinuidade confere
flexibilidade estrutural, permitindo maior interacdo com o substrato e os ions envolvidos no
transporte (23,24). LeuT também apresenta dois sitios distintos de ligacdo para ions sddio: o
sitio Nal, situado entre 7M1, TM6 e TM7, posicionado perifericamente ao sitio S1; e o sitio
Na2, localizado mais profundamente no interior do transportador, entre 7M1 e TM8. Ambos os
sitios contribuem para a estabilizagdo do complexo proteina-substrato e para a ativagdo do

processo de transporte (23) (Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo estrutural do transportador bacteriano de leucina (LeuT). Visdo geral da estrutura
completa do LeuT bacteriano, obtida por cristalografia por difracdo de raio X. Figura criada pelo autor com o uso
da ferramenta PyMOL (versdo 3.1.0). Estrutura obtida a partir da entrada PDB ID: 2A65 resolvida por
cristalografia por difracdo de raio X a 1.65 A, conforme descrito por Yamashita et al., 2005 (23).

Outro modelo bacteriano relevante para a compreensao dos transportadores da familia
SLC6 ¢ o MhsT, originario de Bacillus halodurans, que também compartilha a arquitetura
estrutural do tipo LeuT-fold, tipica da superfamilia NSS. Embora seja um transportador de
aminoacidos em procariotos, o MhsT possui semelhangas significativas com os transportadores
eucarioticos, ndo apenas em termos estruturais, mas também funcionais. Foi o primeiro membro
da NSS a apresentar, de forma experimental, evidéncia direta da ligacdo simultanea de dois
substratos, um no sitio primario e outro em um sitio secundéario (S2), ainda ndo bem

caracterizado em muitos transportadores humanos (25).

O sitio secundario foi localizado em uma regido conhecida como vestibulo extracelular,
que corresponde ao canal de entrada do substrato voltado para o meio extracelular, formado por
partes das hélices transmembranares e algas extracelulares. Essa regido funciona como um
compartimento acessoOrio entre o ambiente extracelular e o sitio de ligacdo profundo (S1), e sua
ocupacdo por ligantes ou ions pode influenciar a dindmica conformacional da proteina. A
identificacdo clara do S2 no MhsT fortaleceu a hipotese de que transportadores humanos da

familia SLC6 também possam apresentar um sitio funcional similar, com potencial papel na
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modulagdo alostérica e na regulacdo do transporte, impactando tanto a afinidade quanto a

eficiéncia do ciclo transportador (Figura 5).

Figura 5 - Representagio estrutural do transportador bacteriano de aminoacidos (MhsT). Visdo geral da estrutura
completa do MhsT bacteriano, obtida por cristalografia por difragdo de raio X. Figura criada pelo autor com o uso
da ferramenta PyMOL (versdo 3.1.0). Estrutura obtida a partir da entrada PDB ID: 4US3 resolvida por
cristalografia por difracio de raio X a 2.10 A, conforme descrito por Malinauskaite et al., 2014 (25).

Conforme discutido anteriormente, os transportadores da familia SLC6 operam segundo
o modelo de transporte de acesso alternante (15). No caso especifico de LeuT, o mecanismo
envolvido ¢ conhecido como rocking bundle, caracterizado pelo movimento coordenado de dois
dominios funcionais: o bundle (TMs 1, 2, 6 e 7), que sofre alteragdes conformacionais
promovendo a abertura do transportador e permitindo a entrada do substrato e dos ions; € o
scaffold (TMs 3-5 e 8—10), que constitui a por¢ao estrutural mais estavel, servindo de suporte

para o deslocamento do bundle (26) (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema representando os efeitos da ligagdo de Na* nos transportadores com dobra tipo LeuT (LeuT-
fold). Durante o ciclo funcional de transporte (regido destacada em verde claro), o transportador — representado
por dois blocos helicoidais (em roxo e verde) — transita entre os seguintes estados: forma voltada para o meio
extracelular (OF) sem ligantes (coluna 2, topo), OF com Na* ligado (coluna 3, topo), OF com Na* e substrato
(coluna 4, topo), forma voltada para o meio intracelular (IF) com Na* e substrato (coluna 4, base), IF com apenas
substrato (coluna 3, base), e IF sem ligantes (coluna 2, base). A ligagdo de Na* ao estado OF apo estabiliza o sitio
de ligacdo do substrato em uma conformacao favoravel para sua interacdo. No entanto, a ligagdo de Na* aos estados
apo (OF ou IF) também pode induzir um ciclo de vazamento i6nico (regido destacada em vermelho), no qual a
transicdo OF < IF ¢é energeticamente desfavoravel, evitando dissociac@o descontrolada de ions. Ja a transi¢do OF
<> [F ¢ permitida na forma apo e na forma com ambos os ligantes ligados, como parte do ciclo funcional. Figura

adaptada de LOLKEMA et al. 2021 (27). Licenciado sob CC BY 4.0.

Tanto a arquitetura estrutural quanto os mecanismos de funcionamento descritos para
LeuT tém sido amplamente utilizados como base para o estudo dos transportadores da familia
SLC6, os quais, embora compartilhem essa organizagdo central, apresentam variacdes

importantes que conferem especificidade funcional a cada membro da familia.

4.1.1 Transportadores de monoaminas (MATs)

O subgrupo dos MATs ¢ composto por DAT, SERT e NET, responsaveis, respectivamente,
pela recaptacdo das monoaminas dopamina, serotonina e norepinefrina, neurotransmissores de
reconhecida relevancia clinica no tratamento de transtornos como depressdo, ansiedade,

transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), entre outros. Esses trés
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transportadores estdo predominantemente, embora ndo exclusivamente, localizados no sistema
nervoso central, sendo expressos por seus respectivos neurdnios em regides como 0 neocortex,
os ganglios da base e o prosencéfalo limbico (28). A distribui¢do do subgrupo esté representada

na figura 15.

Os MATs compartilham diversas caracteristicas estruturais conservadas. Dentre elas,
destaca-se a presenca de sitios de ligacao ao colesterol, identificados experimentalmente em
transportadores como 0 DAT e o SERT, os quais estdo associados a manutencao da conformagao
voltada para o meio extracelular e a modulagdo funcional dessas proteinas, por meio da
estabiliza¢do conformacional e regulacdo da atividade transportadora (28,29). Embora esses
sitios ndo sejam exclusivos dos MATs, eles se mostram particularmente relevantes e
funcionalmente ativos neste subgrupo. Além disso, apresentam uma tor¢ao na hélice TM12, a
qual esta associada a expressdao e atividade funcional dessas proteinas (30,31), bem como
extremidades N-terminal e C-terminal alongadas, que exercem papéis regulatdrios relevantes
(16). Outra caracteristica notavel ¢ a presenga de sitios alostéricos, cuja existéncia foi
evidenciada por meio da inibi¢do ndo-competitiva promovida por determinados farmacos

(19,33,34).

Esses transportadores também compartilham a topologia dos sitios de ligacao dos ions
Na* e CI, refletindo a conservagao do mecanismo basico de transporte observado na arquitetura
LeuT-fold. Os dois sitios de Na* sdo estruturalmente homologos aos observados em LeuT,
enquanto o sitio de CI” encontra-se posicionado entre as hélices TM2, TM6 ¢ TM7 (32,34).
Apesar de ocuparem regides equivalentes, os residuos aminoacidicos responsaveis pela
coordenagdo desses ions variam entre os transportadores. Diferentemente do modelo bacteriano
LeuT, cuja extremidade C-terminal € curta e estruturalmente desorganizada, os MATs
apresentam uma estrutura bem definida nessa regido, conhecida como C-terminal latch. Essa
estrutura atua como um fecho intracelular, interagindo com alcas e por¢oes basais das hélices
transmembranares, contribuindo para a estabilidade conformacional e para a regulacdo
funcional do transportador (32,34). As principais caracteristicas estruturais dos MATs estdo

resumidas na tabela 2.

4.1.1.1 Transportador de dopamina (SLC6A3)
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Assim como os demais membros da familia SLC6, o transportador de dopamina (DAT)
teve seus estudos estruturais inicialmente baseados no modelo do Leul. No entanto, a
cristalizacio do DAT de Drosophila melanogaster (dDAT) em diferentes estados
conformacionais — ativo e inativo —, complexado com diversos inibidores, permitiu avangos
significativos na compreensdo das caracteristicas especificas do transportador humano de
dopamina (hDAT) (32,35,36). A partir desses estudos, foi possivel identificar que a agdo
inibitéria de antidepressivos sobre os transportadores da familia NSS ocorre
predominantemente pela ocupacao do sitio central de ligacdo ao substrato, em contraste com o

mecanismo proposto para o LeuT (32).

Estudos anteriores ja haviam sugerido a existéncia de um sitio alostérico para o ion Zn**
no DAT. Posteriormente, ndo apenas a localizacdo precisa desse sitio foi confirmada, como
também foram caracterizadas suas fungdes: inibicdo da recaptacdo de dopamina em
concentragoes fisiologicas, modulagdo da afinidade por determinados farmacos e estabilizacao
da conformagao extracelularmente aberta do transportador (37,38). Investigagdes mais recentes,
utilizando microscopia crioeletronica, proporcionaram uma resolucao estrutural ainda mais
refinada do DAT, permitindo a identificacdo detalhada do sitio especifico de ligagdo de Zn*",
localizado na regido extracelular e formado pelas interacdes entre TM7, EL2 e EL4 (Figura 7).
Além disso, foi identificado um sitio alostérico adicional posicionado entre 7M1b e EL4, com

interagdes complementares envolvendo TM5, TM7 ¢ TMS8 (33).

Esses estudos também permitiram a localizagcdo de um quarto sitio de interagdo com
colesterol (CHOL4), complementando os sitios ja previamente descritos, CHOLI, CHOL?2 e
CHOLS3, e reforcando o papel do colesterol na regulacdo conformacional e funcional do DAT

(32,34,35,39).
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Figura 7 - Representagio estrutural do transportador humano de dopamina (DAT). (A) Visdo geral da estrutura
completa do DAT humano, obtida por microscopia crioeletronica. (B) Detalhe do sitio extracelular de coordenagéo
do ion Zn?*, mostrando os residuos participantes da ligagao (D191, H193, H375, E396 e T211). (C) Vista do sitio
de ligagdo do colesterol (CHOL4) entre as hélices TM8 e TM9. Figuras criadas pelo autor com o uso das
ferramentas PyMOL (versao 3.1.0) e Inkscape. Estruturas obtidas a partir das entradas PDB ID: 8VBY (AeB) e
PDB ID: 9EO4 resolvidas por microscopia crioeletronica respectivamente a 3.19 A e 2.66 A, conforme descrito

respectivamente por Srivastava et al., 2024 (33) e Nielsen et al., 2024 (39).

4.1.1.2 Transportador de serotonina (SCL6A44)

A cristalizacdo do transportador de serotonina humano (ASERT) representou um avango
significativo para os estudos estruturais, ndo apenas do proprio transportador, mas de toda a
subfamilia dos MATs, ao fornecer uma visualizagao detalhada de sua arquitetura tridimensional.
Essa conquista permitiu a extrapolagdo de caracteristicas estruturais conservadas para os demais

membros da subfamilia (19).

A identificacdo de um sitio secundario de ligagcdo (S2) no SERT teve papel central na
compreensdo dos mecanismos de regulacdo e inibicdo do transporte de serotonina. A
cristalizacdo do SERT em complexo com o escitalopram possibilitou a localizacdo do S2 no
vestibulo extracelular, situado entre o meio extracelular e o sitio S1, conforme descrito
anteriormente. Essa regido ¢ delimitada pelas hélices TM1b, TM6a, TM10, TM11 e pela alca
extracelular EL4, funcionando como um espago funcionalmente relevante, onde interagcdes
alostéricas podem ocorrer antes da ocupacdo do sitio ativo (34). Estudos subsequentes
demonstraram que a serotonina pode se ligar transitoriamente a esse sitio S2, formando um

tunel curto que conecta S2 ao sitio principal de ligacdo (S1) (Figura 8). Essa interacdo
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alostérica da serotonina com o S2 tem potencial para retardar a liberagdo do ligante em SI,

funcionando como um mecanismo de autoinibicao e modulando a eficiéncia do transporte (21).

Dentre os MATs, o SERT se destaca por ser o Uinico que opera segundo um mecanismo
de antiporte dependente de K, sendo esse ion necessario para restaurar a conformagao voltada
para o meio extracelular e possibilitar o reinicio do ciclo de transporte (16). Apesar dos avangos
proporcionados por técnicas como a microscopia crioeletronica no entendimento da dindmica

conformacional do SERT, a localizagdo exata do sitio de ligagdo do K* ainda ndo foi

determinada experimentalmente até o presente momento (21).

Figura 8 - Representacéo estrutural do transportador humano de serotonina (SERT). (A) Visdo geral da estrutura
completa do SERT humano, obtida por microscopia crioeletronica. (B) Visdo do sitio alostérico (S2), mostrando
os residuos participantes da ligacdo de 5-HT (E494, Y495, P499, F556, P560, P561 e Y579). Figuras criadas pelo
autor com o uso das ferramentas PyMOL (versdo 3.1.0) e Inkscape. Estrutura obtida a partir da entrada PDB ID:

7MGW resolvida por microscopia crioeletronica a 3.5 A, conforme descrito por Yang et al., 2021 (21).

4.1.1.3 Transportador de norepinefrina (SLC6A42)

Até recentemente, todos os estudos estruturais envolvendo o transportador de
norepinefrina (NVET) eram fundamentados na alta homologia deste com os transportadores de
dopamina (DAT) e serotonina (SERT), uma vez que ndo se dispunha de uma estrutura resolvida
para o NET. No entanto, avancos recentes possibilitaram a obtencdo de sua estrutura

tridimensional por meio de microscopia crioeletronica, em complexos com diferentes ligantes,
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abrindo caminho para andlises estruturais mais precisas e especificas deste transportador

(40,41).

Aregido C-terminal do NET foi descrita como estruturalmente distinta em comparacao
aos demais membros da subfamilia dos MATs. Tan e colaboradores (2024) identificaram a
presenca de quatro hélices C-terminais organizadas adjacentes a membrana plasmatica,
enquanto Ji e colaboradores (2024), em estudo contemporaneo, relataram a presenca de trés
hélices nessa mesma regiao (40,41). Essa divergéncia pode refletir variagdes no processamento
das particulas durante a analise por microscopia crioeletronica, nas condi¢des de preparo das
amostras ou nas interpretacdes estruturais adotadas na modelagem atomica. Tais discrepancias

ressaltam a necessidade de investigagdes adicionais sobre o papel funcional da extremidade C-

terminal no NET.

Outro achado relevante foi a identificacido de um sitio secunddrio de ligacao
estruturalmente distinto daquele descrito no SERT. Localizado entre TM1b, TM7, EL3 e EL4,
esse sitio demonstrou capacidade de se ligar tanto a dopamina quanto a norepinefrina, além de

influenciar funcionalmente o transporte realizado no sitio principal (S1) (40).

Adicionalmente, foi observada a ocupacao do sitio Nal por ions K* no complexo entre

NET e a desipramina, sugerindo uma possivel flexibilidade no mecanismo de transporte do NET

que ainda nao havia sido documentada em outros membros dos MATs (Figura 9) (40).

Figura 9 - Representagio estrutural do transportador humano de norepinefrina (NET). (A) Visdo geral da estrutura
completa do NET humano, obtida por microscopia crioeletronica. (B) Presenga de K* localizado no sitio Nal de
NET. (C) Visdo do sitio alostérico (S2), mostrando os residuos participantes da ligagdo de norepinefrina (Y87,
K88, F362, E377 e E382). Figuras criadas pelo autor com o uso das ferramentas PyMOL (versdo 3.1.0) e Inkscape.
Estruturas obtidas a partir das entradas PDB ID: SWGR (A e B) e 8HFF (C) resolvidas por microscopia

crioeletronica respectivamente a 2.75 A e 2.86 A, conforme descrito por Tan et al., 2024 (40).
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Tabela 2- Caracteristicas estruturais e funcionais dos transportadores de monoaminas

Caracteristica|| Sitios de
Transportador| Substrato Alta expressdo | s estruturais lons ligacs
o igacao
distintivas
Neur6nios
dopaminérgicos ||Sitios de S1,
. (neocortex, colesterol, sitio |Na*, Cl, ||alostéricos
DAT (SLC6A3) || Dopamina ganglios da base, |lextracelular de ||Zn? (Zn** e
prosencéfalo Zn** colesterol)
limbico)
Neurdnios Sitio S2 no
serotoninérgicos (\vestibulo Na'. CI-
SERT (SLC6A4)||Serotonina (Ifeocf)rtex’ ext_racelular, K+ SleS2
ganglios da base, |[antiporte (antiporte)
prosencéfalo dependente de P
limbico) K*
Neuronios C-terminal com
noradrenérgicos 34 hellces,, .
(neocértex sitio secundario |[Na*, CI,
NET (SLC6A2) |[Norepinefrina anelios da,l base distinto, possivel ||S1e S2
gangtios > |Ipossivel K*
prosencéfalo x
limbico) ocupacdo de
Nal por K*

4.1.2 Transportadores de GABA, osmdlitos e creatina

O subgrupo ¢ composto pelos transportadores de GABA (GAT1, GAT2, GAT3 e BGT1),
bem como pelos transportadores de taurina (7auT) e creatina (C77). O transportador de creatina
CT2 (SLC6A10) também tem sido proposto como membro desse subgrupo, embora seja
frequentemente classificado como um pseudogene. Apesar de todos os transportadores do
subgrupo estarem presentes no sistema nervoso central (SNC), suas expressdes e fungdes
variam substancialmente. GAT] e GAT3 sdo majoritariamente expressos no SNC, sendo GAT
localizado em terminais pré-sindpticos de neurdnios, enquanto GAT3 ¢ predominante em
astrocitos (42,43). Em contrapartida, GAT2 e BGTI apresentam expressdo predominante em
tecidos periféricos como figado e rins, ao passo que 7auT e CT1 sdao amplamente distribuidos
em diferentes 6rgdos e tecidos do organismo (44,45). A distribuicdo do subgrupo estd

representada na figura 15.

Assim como os demais membros da familia SLC6, os transportadores deste subgrupo

compartilham a arquitetura estrutural LeuT-fold. No entanto, uma caracteristica distintiva ¢ a
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inser¢do de um residuo adicional na hélice 7M 10, que promove a formacdo de uma hélice .
Essa modificacdo estrutural induz o reposicionamento do segmento terminal da 7MI0,

favorecendo interac¢des diretas com o sitio de ligagao principal (S1) (46).

Entre os transportadores do subgrupo, apenas o GAT! teve sua estrutura tridimensional
resolvida experimentalmente (47). Os demais foram modelados por homologia, com base em
estruturas como LeuT, dDAT e hSERT, devido a similaridade de sequéncia. Na construcio
desses modelos, consideracdes especificas sobre moléculas essenciais ao funcionamento de
cada transportador permitiram identificar caracteristicas estruturais particulares. Em um estudo
comparativo conduzido por Latka e colegas (2020) (48), modelos estruturais dos
transportadores de GABA revelaram diferengas relevantes nas propriedades eletrostaticas do
sitio S1, sugerindo que tais variagdes podem estar relacionadas as distintas interagdes entre os

transportadores e 0 GABA.

Modelos estruturais também possibilitaram a identificagdo de residuos criticos para o
reconhecimento dos respectivos substratos em TauTl ¢ CTI1. Em TauT, o residuo Glu406 foi
identificado como essencial para o reconhecimento de taurina; a substitui¢do deste por cisteina
resultou em aumento da afinidade por GABA, evidenciando a sobreposi¢ao funcional entre os
transportadores do subgrupo (49). No caso do CTI, o residuo Cysl44, exclusivo deste
transportador, foi associado a especificidade pelo transporte de creatina. A substituigdo por
leucina resultou em maior afinidade por GABA, refor¢ando a hipotese de plasticidade funcional
dentro do subgrupo (50). As principais caracteristicas estruturais dos transportadores de GABA,

osmolitos e creatina estdo resumidas na tabela 3.

4.1.2.1 Transportador de GABA tipo 1 (SLC6A1I)

Embora os transportadores da familia SLC6 compartilhem uma topologia conservada no
sitio de ligagdo, 0 modo como os substratos interagem com os elementos estruturais varia entre
os diferentes subgrupos. A estrutura resolvida por microscopia crioeletronica do GATI revelou
que o GABA, por se tratar de um y-aminoacido, ndo interage com a hélice 7TM6 da mesma
forma que os a-aminoacidos observados em modelos bacterianos, como LeuT e MhsT. Em
GATI, o grupo amino do GABA interage com o residuo Tyr60 (7M7) e moléculas de agua

adjacentes, sem envolvimento direto com a 7M6 (Figura 10) (47).
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Em andlises comparativas com dDAT e hSERT, observou-se que 0s respectivos
substratos se posicionam mais profundamente entre as hélices TM3 e TMS, e nao coordenam
diretamente o ion Na" no sitio Nal — diferentemente do que ocorre em GATI. Além disso,
comparacdes entre GAT1, dDAT, SERT e GlyTI demonstraram que o sitio de ligagdo do Cl™ ¢
altamente conservado entre esses transportadores, sendo coordenado de forma semelhante pelas
hélices TM2, TM6 ¢ TM7 (47). Esses achados reforcam o papel fundamental do CI~ tanto na
estabilizacdo do sitio de ligagdo do substrato quanto na facilitagdo das transi¢des

conformacionais que viabilizam o ciclo de transporte.

Figura 10 - Representacdo estrutural do transportador humano de GABA tipo 1 (GAT1). (A) Visdo geral da
estrutura completa do GAT 1 humano, obtida por microscopia crioeletronica. (B) Visao dos residuos Y 140, comum
aos 4 transportadores de GABA (GAT1, 2, 3 e BGT1), e Y60 (Tyr60) participantes da ligacdo de GABA. Figuras
criadas pelo autor com o uso das ferramentas PyYMOL (versdo 3.1.0) e Inkscape. Estrutura obtida a partir da entrada

PDB ID: 7Y7W resolvida por microscopia crioeletronica a 2.4 A, conforme descrito por Zhu et al., 2023 (47).

Tabela 3 - Caracteristicas estruturais e funcionais dos transportadores de GABA,
osmolitos e creatina

Alta Caracteristicas estruturais | Sitios de
Transportador | Substrato ~ R lons || 7. .
expressao distintivas ligacéo
Terminais Interacdo do GABA com Tyr60
GAT1 GABA 6 (TM1); auséncia de interagdo  |Na*, s1
(SLCBA1) pre- direta com TM; sitio CI cr
sinapticos
altamente conservado
GAT2 . . Modelos homologos baseados |Na*,
(sLcea13)  |CABA  |[Figado.rins || " o 7 aDAT e hSERT: | ST
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similaridade estrutural
presumida com GAT1

Modelos homologos baseados
em LeuT, dDAT e hSERT; Na*,
similaridade estrutural Cr

presumida com GAT1

GAT3

(SLC6A11) st

GABA Astrocitos

Modelos homologos baseados
em LeuT, dDAT e hSERT; Na*,
caracteristicas eletrostaticas Cr

presumidas

Residuo Glu406 essencial para
Diversos reconhecimento da taurina; Na*,
tecidos mutacéo altera afinidade para ||CI-

GABA

Residuo Cys144 exclusivo para
Diversos reconhecimento da creatina; Na’,
tecidos mutacdo aumenta afinidade Cr

para GABA

BGT1 Betaina e

(SLC6A12)  |GABA st

Figado, rins

TauT (SLC6AB) | Taurina S1

CT1 (SLC6A8) |Creatina S1

4.1.3 Transportadores de aminoacidos I

Este subgrupo compreende transportadores envolvidos principalmente na recaptagdo e
na regulacao da concentracdo extracelular de aminoacidos com atividade neurotransmissora.
Seus principais representantes incluem os transportadores de glicina GIyTI e GlyT2, o
transportador de prolina PROT e o transportador ATB’+, que reconhece uma ampla gama de
aminoacidos neutros e catidnicos. GlyTl ¢é predominantemente expresso em astrdcitos,
enquanto GlyT2 esta localizado em neurdnios glicinérgicos da medula espinhal (51). PROT ¢
encontrado em regides como o cortex cerebral e o hipocampo, e o ATBY + apresenta expressao

periférica, incluindo intestino e pulmdes (52,53). A distribui¢do do subgrupo esta representada

na figura 15.

O maior numero de estudos voltados para G/yTI e GlyT2, em comparacdo com PROT e
ATB’ +, pode ser atribuido a sua importancia direta na neurotransmissdo, a sua especificidade
funcional e a maior disponibilidade de ferramentas experimentais. Esses fatores contribuem
para uma investigacdo estrutural e funcional mais acessivel e justificam a énfase observada na

literatura cientifica.
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PROT e o transportador SITI (SLC6A20) compartilham alta afinidade por aminas
secundarias, como prolina e pipecolato (54). Embora a estrutura tridimensional do PROT ainda
ndo tenha sido resolvida experimentalmente, a estrutura recentemente elucidada de SITI
fornece subsidios importantes para a compreensiao dos determinantes estruturais associados a
seletividade por prolina (54). J& o ATB’+ ¢ caracterizado por sua ampla especificidade de
substrato, sendo capaz de transportar diversos aminoacidos, com exce¢do do glutamato e do
aspartato (55). Essa diversidade funcional torna sua caracterizagdo estrutural mais complexa,
dificultando a identificagdo de determinantes seletivos no sitio de ligagdo. As principais

caracteristicas estruturais dos transportadores de aminoacidos I estdo resumidas na tabela 4.

4.1.3.1 Transportador de glicina tipo 1 (SLC6A49)

A elucidagao estrutural do GlyTI possibilitou uma analise mais aprofundada de seus
mecanismos de funcionamento. Estudos demonstraram que a presenga do ion cloreto € essencial
para a atividade do transportador, atuando na estabilizacao da conformagao voltada para o meio
extracelular por meio da indug¢dao de um par i6nico entre os residuos Arg57 e Asp460 — um
mecanismo exclusivo que facilita a transi¢gdo conformacional e a subsequente liberacao do
substrato. Adicionalmente, a interagdo do ion cloreto com o residuo GIn299 integra uma rede
regulatoria que eleva significativamente a afinidade do transportador pela glicina, promovendo

um transporte mais eficiente (56).

Por meio de microscopia crioeletronica, foram identificadas diferentes posigoes de
ligacdo para inibidores seletivos do GIyT1, revelando uma caracteristica estrutural particular
deste transportador. Tentativas de reproduzir essa especificidade em GlyT2 por meio de
mutagénese dirigida indicaram que a seletividade farmacologica do GIlyT1 ¢ multifatorial. Essa
seletividade ndo pode ser explicada unicamente pela identidade de residuos no sitio de ligagao,
sugerindo que o desenvolvimento de inibidores seletivos deve levar em consideracao diferencas

conformacionais globais e efeitos alostéricos, além das interagdes no sitio ativo (Figura 11)

(51).
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Figura 11 - Representagdo estrutural do transportador humano de glicina tipo 1 (GlyT1). (A) Visdo geral da
estrutura completa do GlyT1 humano, obtida por microscopia crioeletrénica. (B) Visdo do sitio principal (S1),
mostrando os residuos participantes da ligagdo de glicina (Y62, G67, Y142, Y316 e S317). Figuras criadas pelo
autor com o uso das ferramentas PyMOL (versdo 3.1.0) e Inkscape. Estrutura obtida a partir da entrada PDB ID:

8WFI resolvida por microscopia crioeletronica a 2.58 A, conforme descrito por Wei et al., 2024 (51).

4.1.3.2 Transportador de glicina tipo 2 (SLC6A5)

O transportador G/yT2, diferentemente dos demais membros da familia SLC6, realiza o
transporte de glicina acoplado a translocagao de trés ions Na*, o que confere maior for¢a motriz
ao processo e favorece a recaptagdo unidirecional da glicina (57). A localizacao do terceiro sitio
de ligagdo de Na* (Na3) foi proposta com base em estudos de dindmica molecular e ensaios de
mutagénese, sendo coordenado pelos residuos Trp263 e Met276 (TM3), Ala481 (TM6) e
Glu648 (TM10) (Figura 12) (58).

Estudos recentes demonstraram que a composicdo lipidica da membrana exerce
influéncia significativa sobre a atividade funcional do G/yT2. Em particular, foi identificado
um sitio especifico de interagdo com colesterol, denominado CHOLI, situado entre as hélices
TM1, TM5 e TM7. A ocupagdo desse sitio promove a estabilizagdo do transportador em sua
conformagdo voltada para o meio extracelular, favorecendo o processo de transporte da glicina

(59).
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Adicionalmente, o CHOL1 encontra-se funcionalmente associado a um sitio alostérico
distinto, denominado Lipid Allosteric Site (LAS), localizado entre as regides TM5, TM7, TM8 e
a alga extracelular EL4. Este sitio foi proposto como o principal local de ligagdo do inibidor
irreversivel ORG25543 (60,61). A interacdao cooperativa entre CHOLI ¢ LAS configura uma
rede regulatoria complexa, que pode ser estrategicamente explorada no desenvolvimento de

inibidores mais seletivos e com menor toxicidade.

Figura 12 - Representacdo estrutural do transportador humano de glicina tipo 2 (GlyT2). (A) Visdo geral da
estrutura completa do GlyT2 humano, obtida por modelagem. (B) Viséo do terceiro sitio de ligacdo de sodio (Na3),
mostrando os residuos participantes da ligagdo (W263, M276, A481 e E648). Figuras criadas pelo autor com o uso
das ferramentas PyMOL (versdo 3.1.0) e Inkscape. Estrutura obtida na sessdo de informag¢des complementares,

conforme disponibilizado por Subramanian et al., 2016 (58).

Tabela 4 - Caracteristicas estruturais dos transportadores de aminoacidos I

Alta Caracteristicas c Sitios de
Transportador| Substrato(s) ~ R lons|| ~. .
expressdo | estruturais distintivas ligacdo
Par ibnico Arg57—
Asp460 induzido por . |IS1, sitios
?SIIY(-I;%S A9) Glicina Astrdcitos CI'; interagao GIn299— Ig{a_ ’ ||para
CI; alta seletividade por inibidores
inibidores
Transporte acoplado a 3
GlyT2 Glicina Neur6nios Na* (inclui sitio Na3);  |Na*, |S1, CHOL1,
(SLC6A5) glicinérgicos ||sitio CHOLZ; sitio CI |LAS
alostérico LAS
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Estrutura ndo resolvida; S1 previsto
PROT Prolina Hipocampo, |jalta identidade com Na*, orp
(SLC6AT) cortex SIT1; seletividade por  ||CI” P :
i . homologia
aminas secundarias
ATB** ,:;rlr}tlpgsagldos Intestino, Estrutura ndo resolvida; |Na*, gcl)rprewsto
(SLC6A14) cationicos pulmdes baixa seletividade; Cr homologia

4.1.4 Transportadores de aminoacidos II

O ultimo subgrupo da familia SLC6 compreende transportadores de aminoacidos
neutros, incluindo o transportador de sodio e aminoacidos tipo 1 (SI77), os transportadores de
aminoacidos neutros de amplo espectro tipo 1, 2 e 3 (B%°ATI-3), e os transportadores
semelhantes aos de neurotransmissores (N774 e NTTS5), todos envolvidos na absor¢do e
recaptacdo de aminoacidos neutros. Dentre esses, SITI, B°ATI e B°AT3 dependem
funcionalmente da interacdo com a enzima conversora de angiotensina 2 (4CE2) ou com a
proteina collectrin para sua correta expressao € inser¢ao na membrana plasmatica (62—64). A
associagdo com ACE2 ¢ fundamental para a formacdo de um complexo estavel, sendo
particularmente observada em células epiteliais do intestino delgado, onde B°AT1 e SITI atuam
na absorc¢ao de aminoacidos (62). B’AT1 também ¢ expresso no tibulo proximal renal, enquanto
B°AT3 apresenta expressao predominante no rim (63,64). Ja B°AT2 e NTT4 sao expressos
majoritariamente no sistema nervoso central, estando especialmente associados a regides
sinapticas (65,66). Embora menos estudado, o N775 compartilha um padrao de expressao
semelhante ao N774, localizando-se em vesiculas intracelulares, mas em tecidos periféricos
como testiculos, pancreas e pulmao (67). A distribui¢do do subgrupo esta representada na figura

15.

Estruturas de alta resolucdo dos complexos SITI-ACE2 e B°ATI-ACE?2 revelaram que
esses transportadores se organizam como dimeros de heterodimeros, nos quais dois mondémeros
de ACE2 dimerizam-se por meio de suas regides do pescoco (neck domain), cada um
interagindo com uma unidade transportadora (54,68—71). Embora B’473 também dependa
funcionalmente da interagao com ACE2 ou colletrin, até o0 momento nao ha dados estruturais
que confirmem a formagdo de complexos equivalentes com ACE?2, tampouco evidéncias da

existéncia de arranjos quaternarios semelhantes.
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No caso de B°AT2 e NIT4, foram desenvolvidos modelos estruturais baseados em
homologia com os transportadores B°ATI e SITI. Esses modelos permitiram a andlise de
aspectos topologicos, a identificagdo de potenciais sitios de ligagdo e a observacao de
caracteristicas estruturais relevantes, como a extensdo de algas extracelulares especificas (EL3,
EL4 e EL6), sugerindo adaptacdes funcionais particulares (72,73). No entanto, tais observagdes
ainda carecem de validagdo experimental, sendo necessarios novos estudos estruturais para
confirmar essas particularidades e suas implica¢des funcionais. As principais caracteristicas

estruturais dos transportadores de aminoacidos II estao resumidas na tabela 5.

4.1.4.1 Transportadores de aminoacidos e aminoacidos neutros tipo 1

SITI e B°ATI ganharam destaque significativo devido a sua associagdo com o SARS-
CoV-2, uma vez que ambos dependem da formag¢ao de um complexo com a enzima conversora
de angiotensina 2 (4CE2) — receptor primario do virus — para serem corretamente trafegados
e inseridos na membrana plasmatica, onde exercem suas fungdes no transporte de aminoacidos
(68,69). Além disso, B°AT3 também compartilha essa dependéncia funcional. Os trés
transportadores apresentam uma extensao na hélice TM7, responsavel pela forte interagdo com
ACE?2 (54,69). Destaca-se ainda a conservagao da sequéncia na alga extracelular £L2, que, no
complexo ACE2—SIT1, estabelece interagdes de hidrogénio com ACE2, contribuindo para a

estabilidade da associacao (54).

Como mencionado anteriormente, o SIT/ exibe seletividade por aminas secundarias,
como prolina e pipecolato, caracteristica atribuida a adaptagdes estruturais especificas em seu
sitio de ligacao. Contudo, estudos recentes indicam que o S/77 também pode transportar glicina,
sugerindo que a afinidade por prolina pode ndo ser tdo exclusiva em comparacdo com outros
aminoacidos neutros pequenos (74). Um dos principais determinantes dessa seletividade ¢ o
residuo Gly253, também presente em outros transportadores da familia SLC6 com afinidade
por prolina. Em contraste, transportadores de aminoacidos primarios, como B°471, apresentam
uma serina nessa posi¢ao, capaz de formar ligagdes de hidrogénio com o grupo amino primario
dos substratos. A substituicdo de Gly253 por serina em SI/77 aumenta o transporte de leucina e
alanina, refor¢ando o papel desse residuo na exclusdo de aminodcidos primérios e na

seletividade por aminas secundarias (54).
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Outro elemento essencial para a especificidade do SIT7 ¢ o residuo Asn410, que forma
uma rede de ligagdes de hidrogénio com Tyr21 e Ser258, posicionando-se de forma rigida e
criando uma barreira estérica que impede o acoplamento de aminoacidos com cadeias laterais
alongadas (Figura 13). Essa barreira esta ausente em B°47'1, no qual o residuo correspondente
a Tyr21 ¢ substituido por uma fenilalanina, e o andlogo ao Asn410 (Asn435) apresenta maior
liberdade conformacional, permitindo a acomodagao de substratos volumosos, como a leucina.
De modo semelhante, o transportador PROT parece empregar, no lugar da barreira por
asparagina, uma fenilalanina na posi¢ao correspondente a Asn410, atuando como impedimento

estérico a entrada de aminoacidos com cadeias laterais maiores (54).

Estudos voltados a descoberta de novos inibidores de B’AT1 destacaram a presenca de
um sitio secundario de ligagao (S2), localizado no vestibulo extracelular entre TM1b, TM7, TMS8
e EL5. A ligacao dos inibidores JX98 e JX225 a esse sitio foi capaz de impedir os movimentos
conformacionais das hélices TM1 e TM6, os quais sdo essenciais para a transi¢ao do estado
aberto para o estado ocluido do transportador (Figura 14). Essas descobertas refor¢cam o
potencial terapéutico da inibigao de B’A4T1 em disturbios metabolicos, como a fenilcetonuria,

ao limitar a absor¢ao de aminoacidos essenciais € modular seus niveis plasmaticos (70).

Figura 13 - Representacio estrutural do transportador humano de sédio e iminoacidos tipo 1 (SIT1). (A) Visao
geral da estrutura do complexo ACE2-SIT1, obtida por microscopia crioeletronica. (B) Visdo das interagdes entre

o pipecolato e os residuos de SIT1 (Y21, F250, G253, S258 e N410). Figuras criadas pelo autor com o uso das
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ferramentas PyMOL (versdo 3.1.0) e Inkscape. Estrutura obtida a partir da entrada PDB ID: 8P30 resolvida por

microscopia crioeletronica a 3.29 A, conforme descrito por Li et al., 2024 (54).

Figura 14 - Representagdo estrutural do transportador humano de aminoacidos neutros de amplo espectro tipo 1
(B°AT1). (A) Visao geral da estrutura do complexo ACE2-B°AT 1, obtida por microscopia crioeletronica. (B) Visdo
das interagdes entre o inibidor JX98 e os residuos do sitio secundario (W56, P59, L398, F400, F403 ¢ M423).
Figuras criadas pelo autor com o uso das ferramentas PyMOL (versdo 3.1.0) e Inkscape. Estrutura obtida a partir
da entrada PDB ID: 8WBY resolvida por microscopia crioeletronica a 3.18 A, conforme descrito por Xu et al.,

2024 (70).

Tabela 5 - Caracteristicas estruturais dos transportadores de aminoacidos I1

Alta Caracteristicas c Sitios de
Transportador|| Substrato(s) ~ R lons|| . .
expressdo || estruturais distintivas ligacéo
Dependéncia de ACE2;
SITL Piroe“cr:)al’ato Intestino C?J%/ezr?n?}rfaﬁsgjligvidade' Nar, S1
(SLc6A20)  |P'PE ' |ldelgado minam e
glicina barreira estérica para
aminoacidos primarios
Dependéncia de
(SLC6A19) neutros delgado, rim A . " ||IC
auséncia de barreiras
estéricas
B°AT3 Aminoacidos Rim Provavel dependéncia de |[Na", Sgrprewsto
(SLC6A18) neutros ACEZ2/collectrin; estrutura ||C1- P .
homologia
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nao resolvida; similaridade
com BATI
. Estrutura modelada por .
B°AT?2 Aminoéacidos ﬁésrt\?gzg homologia; alcas Na*, Scl)rprewsto
(SLC6A15) neutros central extracelulares extensas Cr Eomolo ia
(EL3, EL4, EL6) g
Expresséo sinaptica;
(SLC6ALY) neutros central sugerem adaptacao cl homologia
funcional
Pouco estudado;
(SLCBAL6) neutros pulméo presumida semelhante a de ¢l homologia
NTT4
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Distribuicao dos subgrupos

. Transportadores de monoaminas
. Transportadores de GABA e osmodlitos

. Transportadores de aminoacidos I

. Transportadores de aminoacidos 11

Figura 15 — Tlustragdo da distribuicdo dos subgrupos de transportadores pelo organismo humano. Nota para os
transportadores de TauT e CT1 que possuem distribuicdo por todo o organismo e ndo apenas nas areas delimitadas
pelo subgrupo. Figura criada pelo autor [edi¢do no Inkscape, com elementos adaptados do Bioicons (DBCLS),

licenciados sob CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)].



https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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5. Consideracoes finais

A presente revisdo abordou comparativamente as estruturas dos principais
transportadores da familia SLC6, com énfase na andlise funcional e nos aspectos estruturais
relacionados a seletividade, modulagdo e potencial farmacolégico. A organizagdo dos
transportadores em subgrupos funcionais evidenciou padrdes conservados, como a presenga do
sitio de ligacdo central, além de variagdes importantes, como a presenga ou auséncia de sitios
secundarios e dominios de interacdo lipidica, os quais impactam diretamente na

farmacodinamica e na possibilidade de desenvolvimento de moduladores seletivos.

A comparagao dos sitios de ligagao entre os subgrupos revela uma alta conservagdo no
sitio primario (S1), especialmente nos residuos diretamente envolvidos na coordenacdo do
substrato e dos ions Na* e Cl". No entanto, variagdes locais nos residuos adjacentes ao S1 entre
diferentes subgrupos contribuem significativamente para a seletividade por substratos e
inibidores. O sitio secundario (S2), localizado no vestibulo extracelular, esta presente
estruturalmente em todos os membros da SLC6, embora sua funcionalidade varie entre os
subgrupos. Em transportadores como SERT, NET e LeuT, o S2 participa ativamente do ciclo de
transporte ou atua como sitio de ligagdo alostérico. Ja em GATs e GlyTs, embora o S2 ndo
desempenhe papel direto na translocacdo do substrato, ele pode ser explorado
farmacologicamente como sitio de inibicao ou regulagcdo. Além disso, cavidades lipofilicas e
sitios de interacdo com lipidios e ions, como o Zn*" no DAT, também atuam como moduladores
estruturais que afetam a dinamica conformacional do ciclo de transporte. Essas variagdes
estruturais explicam a especificidade farmacoldgica observada entre os subgrupos da SLC6 e
sustentam o desenvolvimento de inibidores seletivos, competitivos ou alostéricos, com

aplicacoes terapé€uticas diferenciadas.

Apesar do avango significativo nas técnicas de resolugdo estrutural, como a
cristalografia por difra¢do de raios-X e a cryo-EM, muitas proteinas da familia SLC6 ainda ndo
possuem estruturas resolvidas experimentalmente. Transportadores como PROT, NTT4 e B°AT3
e outros membros menos estudados continuam sendo investigados por meio de modelagem por
homologia. Essa abordagem, embora 1til, apresenta limitagdes metodologicas que devem ser
consideradas. Modelos hom6logos podem superestimar a conservagdo estrutural, especialmente

em regides menos conservadas, como algas extracelulares ou dominios terminais, o que pode
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impactar a interpretacdo funcional, particularmente no estudo de sitios alostéricos e

conformagoes intermediarias.

Nesse cenario, novas tecnologias tém desempenhado papel fundamental. A
popularizagdo da cryo-EM permitiu a resolucdo de transportadores em multiplos estados
conformacionais, revelando detalhes antes inacessiveis por cristalografia. Além disso,
ferramentas de predicdo estrutural baseadas em inteligéncia artificial, como o AlphaFold,
oferecem oportunidades promissoras para prever estruturas em alta qualidade, mesmo na
auséncia de dados experimentais, embora ainda requeiram validagdo experimental e integracao

com simulagdes de dindmica molecular para aplicagdes funcionais mais robustas.

Perspectivas futuras incluem o avango na caracterizacdo de transportadores menos
estudados, o mapeamento sistematico de sitios alostéricos e lipofilicos com potencial
farmacologico, e a utilizagdo de abordagens integrativas que combinem modelagem, docking,
dindmica molecular e experimentagdo funcional. A compreensdao mais profunda das diferencas
estruturais e evolutivas entre os membros da familia SLC6 pode acelerar o desenvolvimento de
inibidores seletivos, com implicagdes importantes para o tratamento de doengas neurologicas,

metabdlicas e genéticas.
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