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RESUMO

A depressdo € um dos transtornos mentais mais comuns na sociedade atual, podendo ser
classificada em: Transtorno Depressivo Maior, Transtorno Distimico e Transtorno Depressivo Sem
Outra Especificacdo. Seu tratamento é realizado, principalmente, pelo uso de antidepressivos. Estes
medicamentos sdo divididos em diversas classes, sendo uma delas a dos Inibidores Seletivos de
Recaptacdo de Serotonina, na qual esta o escitalopram, considerado o composto mais potente,
seletivo e eficaz na inibicdo da recaptacdo da serotonina comparado com os demais antidepressivos
da mesma classe. Em Homo sapiens, o escitalopram é metabolizado no figado pela acdo das
enzimas do citocromo P450 (CYP450), CYP2C19, CYP3A4 e CYP2D6. O presente estudo
objetivou avaliar a similaridade entre as enzimas associadas & metabolizacdo do escitalopram em
seres humanos e em zebrafish (Danio rerio), com intuito de subsidiar o uso deste peixe como
modelo biologico para os estudos dos efeitos do escitalopram e seus metabolitos. Por meio de
ferramentas de biologia computacional e a analise de similaridade da sequéncia de nucleotideos e de
aminodcidos da enzima CYP2D6 foi possivel demonstrar que a enzima CYP3A65 de D. rerio é
candidata na biotransformacdo do escitalopram nesta espécie. Este resultado baseia-se em analises
realizadas in silico e em dados ja existentes na literatura, substanciando a necessidade da realizacdo
de experimentos in vivo para comprovar o papel da CYP3A65 na metabolizacdo do escitalopram e

dos seus metaholitos formados.

Palavras-chave: serotonina; CYP450; in silico; Homo sapiens; zebrafish.
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1. INTRODUCAO

A depressdo é um transtorno de humor crénico que gera impactos profundos na vida do
individuo, assim como na vida das pessoas que convivem com ele (AGUIAR et al., 2011). De
acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais V, 0s transtornos
depressivos podem ser classificados em transtorno disruptivo da regulagdo do humor, transtorno
depressivo maior, transtorno depressivo persistente (distimia), transtorno disforico pré-menstrual,
transtorno depressivo induzido por substancia ou medicamento, transtorno depressivo devido a
outra condicdo médica e transtorno depressivo ndo especificado (DMS-V, 2013). O transtorno
depressivo maior representa a condi¢do classica deste grupo de transtornos, caracterizado pela
presenca de humor triste, vazio ou irritdvel, acompanhada de alteracdes somaticas e cognitivas
(DMS-V, 2013).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS, 2021), estima-se que cerca de 300
milhdes de pessoas em todo o mundo, quase 4% da populacdo mundial, sofrem com transtornos
depressivos. Este nimero corresponde a 39,1% dos brasileiros, segundo uma pesquisa realizada
pela Secretaria de Atencdo Primaria a Saude (SAPS, 2020). Esta doenca é gerenciada em
estabelecimentos de atencdo priméria de salde, que, em tese, concedem aos pacientes 0s suportes e
tratamentos necessarios. No Brasil, estes locais sdo conhecidos como Unidades de Salde da
Familia, Estratégia de Saude da Familia, Programa Saude na Hora, entre outros (PINCUS et al.,
2001; BRASIL, 2021).

As causas bioldgicas da depressdo estdo geralmente relacionadas as alteracdes bioquimicas
cerebrais, tais como flutuagdes nos niveis de neurotransmissores em regifes encefalicas especificas.
Além disso, a depressdo pode ocorrer devido a causas genéticas, muitas vezes hereditarias. A
combinacdo entre fatores genéticos e ambientais resultantes de situacbes emocionais estressantes,
pode induzir a depressdao (ROSHDY; SHOMAN, 2004).

O principal tratamento medicamentoso voltado para a depressdo € o uso de antidepressivos,
0s quais sdo farmacos que possuem efeitos de longa duragdo e que sdo aplicados a inumeros
pacientes com transtornos mentais (BRAMBILLA; MATTIOLI; MARTELLI, 2009;
COBANOGLU et al., 2017). Os antidepressivos foram desenvolvidos, pela primeira vez, em 1952
durante estudos para o tratamento da tuberculose com o composto iproniazida, que alem de
apresentar efeito antimicobacteriano, possui propriedades psicoativas por diminuir a degradacéo
enzimatica das monoaminas noradrenalina (NE), serotonina (5-HT) e dopamina (DA) por meio da

inibicdo da enzima mitocondrial monoamina oxidase (MAO), originando a classe de medicamentos
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conhecida como inibidores da monoamina oxidase (IMAOs) (JOSEPH, 2003). Posteriormente
foram sintetizadas outras classes, como o0s antidepressivos triciclicos (ATCs), tetraciclicos (ATeCs),
inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRSs), inibidores de recaptacdo de serotonina e
noradrenalina (IRSNs), inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina-noradrenalina (ISRSNS),
inibidores seletivos de recaptagéo de noradrenalina (ISRNS) e os inibidores seletivos de recaptacéo
de dopamina (ISRDs) (JOSEPH, 2003; THEN et al., 2017).

A classe dos ISRSs foi desenvolvida a partir de 1970 (JOSEPH, 2003). Dentre 0s
antidepressivos presentes nesta classe, estd o citalopram e o escitalopram, sendo este dltimo, o
enantiomero-S ativado do antidepressivo citalopram (RS-citalopram). Apesar de ambos
pertencerem ao grupo dos ISRSs, o escitalopram é o composto mais potente, seletivo e eficaz em
inibir a recaptacdo da 5-HT comparado com os demais (MURDOCH; KEAM; 2005).

O escitalopram possui maior grau de seletividade para a proteina transportadora de 5-HT
(SERT), que realiza a receptacdo da 5-HT na fenda sinaptica, quando comparado a outros
antidepressivos pertencentes a classe dos ISRSs, como a sertralina e a paroxetina. Esta maior
seletividade torna menos provavel a interacdo do escitalopram com alvos indesejados, levando-o as
taxas mais baixas de efeitos adversos que os demais antidepressivos da classe dos ISRSs
(SANCHEZ; REINES; MONTGOMERY, 2014). Ainda, o escitalopram pode ser utilizado no
tratamento de Transtorno Depressivo Maior (TDM) de grau moderado a grave (FOREST
LABORATORIES, 2014), Transtorno de Panico (WAUGH; GOA, 2003), Transtorno de Ansiedade
Social (KASPER; LOFT; SMITH, 2002), Transtorno de Ansiedade Generalizada (DAVIDSON et
al., 2004) e Transtorno Obsessivo-Compulsivo (FOREST LABORATORIES, 2014).

Ha dois sitios de ligacdo para o escitalopram na proteina SERT (Figura 1), sendo eles o sitio
primario de alta afinidade (Figura 2A) e o sitio alostérico secundario de baixa afinidade (Figura
2B) que estabiliza e prolonga a ligagdo do medicamento ao sitio primario, além de favorecer a
regulacdo da proteina por meio de uma mudanca conformacional neste sitio, inibindo o
transporte/absorcdo do neurotransmissor pelos neurénios serotoninérgicos e deixando-o disponivel
por mais tempo na fenda sinéptica (PLENGE; MELLERUP; LAURSEN, 1991).
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Figura 1. Proteina transportadora de 5-HT (SERT) em Homo sapiens. Fonte: SWISS-MODEL (2021).

Assim como outros medicamentos antidepressivos que agem na inibicdo da SERT, ap0s a
ingestdo o escitalopram é metabolizado no figado por enzimas do complexo enzimatico do
citocromo P-450 (CYP450) (WAUGH; GOA, 2003), gerando o0s metabolitos S-
monodesmetilcitalopram (S-DCT) e S-didesmetilcitalopram (S-DDCT). Segundo Waugh e Goa
(2003), estes metabdlitos tem baixa afinidade a SERT, ndo exercendo efeitos antidepressivos

significativos.

Figura 2. Destaque dos sitios de ligacdo da SERT para o escitalopram. Setas indicam a ligacdo do escitalopram no sitio
de ligacdo primario/central (A) e no sitio de modulacdo alostérica (B). Fonte: SWISS-MODEL (2021).

Embora apresentem importancia clinica e farmacologica comprovada no tratamento de

diversos transtornos mentais, incluindo os quadros de depressdo, os medicamentos antidepressivos
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comumente prescritos, bem como seus metabolitos, podem causar efeitos secundarios, dentre 0s
quais podemos citar efeitos genotdxicos, mutagénicos e até mesmo carcinogénicos. Segundo
Brambilla; Mattioli; Martelli (2009), dentre os 33 antidepressivos submetidos a testes de
genotoxicidade em roedores, efeitos genotdxicos e carcinogénicos foram encontrados no uso do
citalopram e da fenelzina, e apenas genotoxicos no uso da bupropiona e da clomipramina. Além
disso, a bupropiona se mostrou altamente recombinogénica, apresentando efeitos tdxicos em altas
concentracdes. Embora a fluoxetina ndo tenha demonstrado efeitos nos testes realizados por
Brambilla; Mattioli; Martelli (2009), estudo de Joseph (2003) utilizando linfocitos periféricos
humanos revelou efeitos genotodxicos, indicando que modelos bioldgicos diferentes podem
apresentar respostas diferentes no que concerne a genotoxicidade e carcinogenicidade.

Com relacdo ao escitalopram, estudo de Roshdy; Shoman (2004), com individuos fémeas e
embrides de camundongos, demonstrou efeitos genotdxicos e mutagénicos que ocasionaram 0
aumento na formacdo de micronucleos, levando a malformacéo fetal e perda pés-implante, além da
contraindicagdo deste antidepressivo durante a gravidez. Contradizendo Roshdy; Shoman (2004),
Cobanoglu et al. (2017), em teste in vitro utilizando linfdcitos periféricos de humanos néo-
fumantes, ndo observaram efeitos mutagénicos do escitalopram, indicando que esta diferenca pode
estar relacionada com a influéncia dos metabolitos secundarios presentes no modelo in vivo e
ausentes no modelo in vitro.

Neste contexto, para se conhecer os efeitos secundarios das drogas antidepressivas sobre as
células e a estabilidade cromossémica, é essencial considerar 0s possiveis efeitos de seus
metabolitos gerados apds a biotransformacdo hepéatica. Com relacdo ao escitalopram, ndo foram
encontradas pesquisas que comprovem efetivamente os efeitos adversos causados por seus
metabdlitos nas células, tornando essencial a realizacdo de estudos mais aprofundados sobre os
efeitos mutagénicos e genotoxicos deste medicamento e seus metabdlitos. Para isso, a definicdo de
modelos bioldgicos in vivo que permitam a analise dos efeitos da droga inalterada, bem como de
seus metabolitos, é de essencial importancia.

Assim, o presente estudo busca avaliar o potencial uso do zebrafish (Danio rerio) como
modelo biologico para estudo dos efeitos mutagénicos e genotdxicos do escitalopram e seus
metabolitos. O zebrafish € um modelo alternativo para pesquisas toxicologicas em farmacos,
inclusive para estudo dos efeitos de antidepressivos (LACHOWICZ et al, 2021; MESHALKINA et
al., 2018; STEWART et al., 2014; VERMOESEN et al., 2011), entretanto, para uma avaliacao

acurada € necessario ter dominio sobre o processo de biotransformacdo dos farmacos aplicados
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(SAAD et al., 2016), reforcando a necessidade do conhecimento sobre o complexo enzimético
responsavel pela biotransformacéo do escitalopram nesta espécie.
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL.:
Avaliar se as enzimas responsaveis pela metabolizacdo do escitalopram, pertencentes no
complexo enzimético CYP450, foram filogeneticamente conservadas no subfilo dos vertebrados,
visando a utilizacdo do zebrafish como modelo bioldgico para o estudo dos efeitos genotoxicos e

mutagénicos in vivo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Analisar a via de metabolizacdo do escitalopram e seus produtos em Homo sapiens;

2) Investigar a existéncia de homologia entre os nucleotideos dos genes codificadores
das enzimas metabolizadoras do escitalopram (CYP2C19, CYP3A4 e CYP2D6) de humanos e
zebrafish;

3) Avaliar se as enzimas CYP2C19, CYP3A4 e CYP2D6 de H. sapiens, responsaveis
pela metabolizacéo do escitalopram, possuem moléculas correlatas em Danio rerio;

4) Checar a existéncia de homologia da sequéncia de aminoacidos da enzima CYP3A4
de H. sapiens com CYP3A65 de D. rerio e inferir se esta enzima pode ser responsavel pela

metabolizacdo do escitalopram.
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3. METODOLOGIA

Estudo exploratorio e descritivo foi realizado no periodo de Janeiro/2021 a Setembro/2021,
baseando-se em revisdo bibliografica e no uso de ferramentas de biologia computacional para
obtencdo de dados sobre a metaboliza¢do do escitalopram e o complexo enzimatico CYP450 em
Homo sapiens e em Danio rerio. Reviséo da literatura foi realizada nas bases de dados Google
Scholar, SciELO, PubMed e Periddicos Capes utilizando como entrada 0s seguintes descritores:
“escitalopram”, “S-didesmetilcitalopram”, “S-monodesmetilcitalopram”, “CYP450”,
“genotoxicidade”, e seus correspondentes em inglés. Além disso, os termos foram combinados
utilizando o operador booleano “AND” para compor a estratégia de busca.

Para obtencdo e analise do mapa de metabolizacdo do escitalopram em humanos foi
utilizado o banco de dados DrugBank (https://www.drugbank.ca/drugs/DB01175; WISHART et al.,
2006).

A localizagdo cromossdmica do(s) gene(s) codificadores de CYP450, assim como a
descricdo da sua composicdo, foi obtida a partir do banco de dados Medline Plus na National
Library of Medicine (https://medlineplus.gov/about/).

As sequéncias de nucleotideos e residuos de aminoacidos (FASTA) do(s) gene(s) e
proteina(s) CYP450 de H. sapiens e D. rerio foram obtidas no banco de dados NCBI - National
Center of Biotechnology Information (https://www.ncbi.nim.nih.gov/), UniProtKB - UniProt
Knowledgebase (https://www.uniprot.org/; BERMAN et al.,, 2000) e no Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/; KOPP; SCHWEDE, 2004; WATERHOUSE et al., 2018),
respectivamente. O banco de dados NCBI também foi utilizado para revelar a analise
transcriptdmica em diferentes tecidos e 6rgaos.

A construcdo dos alinhamentos locais e a analise de identidade e grau de similaridade foram
feitas utilizando a ferramenta BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), selecionando a op¢éo “Nucleotide>Nucleotide”, seguindo
como “Nucleotide collection (nr/nt)” no topico “Database” para 0S genes. Para as proteinas
(CYP3A4 — GenBank: ABI96208.1; CYP2D6 — GenBank: AFX95842.1), selecionou-se a opgéo
“Protein>Protein”, seguindo como “Non-redundant protein sequences (nr)” no topico “Database”.
Em ambos os alinhamentos inseriu-se o codigo 7955 no topico “Organism” para restricdo da
analise a espécie Danio rerio.

Os resultados do BLAST foram apresentados de acordo com dois parametros: o valor do

score (Score bits) e o valor E (e-value). O valor de score depende do tamanho da sequéncia a ser
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alinhada e do nuamero de matches/mismatches/gaps encontrados e da matriz de comparagdo
utilizada (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/Blast_output.html); enquanto o valor
E representa o nimero de alinhamentos com scores iguais ou melhores do que se ocorressem ao
acaso. Dessa maneira, quanto menor o valor E, melhor o alinhamento, de forma que um valor de E
que tende a zero significa que ndo ha chance de que tenha ocorrido por mero acaso
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/glossary2.html). Assim, os resultados dos
alinhamentos foram categorizados por e-value, sendo selecionados 0s genes e proteinas com menor
e-value e maior percentual de identidade. Os genes de D. rerio selecionados foram analisados
utilizando-se a base de dados ZFIN - Zebrafish Information Network (https://zfin.org/; RUZICKA et

al., 2019) e as regides de codificacdo de cada gene foram avaliadas por meio do Ensembl
(https://www.ensembl.org/; HUBBARD et al., 2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Via de metabolizacéo do escitalopram em H. sapiens

O processo de metabolizacdo do escitalopram em seres humanos ocorre por meio da acdo
das enzimas do CYP450, que atua em larga escala com a CYP2C19, contribuindo com 37% da
metabolizacdo, e em menor escala com a CYP3A4, com 35% e a CYP2D6 com até 28% do
processo metabdlico (VON MOLTKE et al., 2001). Os genes responsaveis pela codificacdo destas
trés enzimas sdo descritos detalhadamente na secao seguir.

Estudos in vitro demonstram que o escitalopram (Figura 3A) é metabolizado no figado,
onde ocorre sua biotransformacdo (WAUGH; GOA, 2003). Nesse processo, o escitalopram sofre N-
desmetilacdo oxidativa por acdo do CYP450, resultando na formacdo de dois metabdlitos: o S-
monodesmetilcitalopram (S-DCT) (Figura 3B), considerado como o metabdlito principal, e o S-
didesmetilcitalopram (S-DDCT) (Figura 3C) (LUNDBECK, 2018). Ha ainda evidéncias de que o
escitalopram possa ser metabolizado no cérebro a acido propionico escitalopram (APE) por agdo
das monoamina oxidases A e B (Figura 3D) (DRUGBANK, 2021). No final do processo de
biotransformacao, 1/3 da concentracdo total de escitalopram corresponde ao metabdélito S-DCT, no
estado estacionario. Porém, além dos metabdlitos (S-DCT, S-DDCT e APE), também ha a
preservacdo do composto escitalopram na sua integra (inalterado), com concentracdo predominante
no plasma sanguineo (FDA, 2019).

Quando em grandes quantidades, os metabdlitos do escitalopram (S-DCT e S-DDCT)
podem estar presentes nos pulmdes, coragdo, cérebro, rins e figado (LUNDBECK, 2018). Segundo
Waugh; Goa (2003) e 0 FDA (2019), o escitalopram € considerado de 7 a 27 vezes mais potente que
0 S-DCT e S-DDCT na inibicdo da recaptacdo de serotonina na proteina SERT, pelo fato desses
metabdlitos ndo possuirem afinidade ou terem pouca afinidade com receptores serotonérgicos (5-
HT1-7) ou outros receptores como alfa e beta-adrenérgicos (a- e B-AR), dopaminérgicos (D1-5),
histaminérgicos (H1-3), muscarinicos (M1-5) e de benzodiazepina (BZ). Além disso, os metabdlitos
ndo se ligam a inGmeros canais idnicos, como Na*, K*, CI e Ca?*, portanto, pode-se concluir que
eles ndo contribuem significativamente para a acdo antidepressiva do escitalopram (FDA, 2019).
Ainda, os metabolitos sdo secretados facilmente pela via renal como glicuronideos e o escitalopram
inalterado pode ser eliminado por meio das vias renal e hepatica (FOREST LABORATORIES,
2014).
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Figura 3. Escitalopram e seus metabdlitos. A. Escitalopram. B. S-monodesmetilcitalopram C. S-didesmetilcitalopram
D. Acido propi6nico escitalopram. Fonte: DRUGBANK (2021).

Relacdo do complexo CYP450 e a metabolizagdo do escitalopram em humanos

O CYP450 é um complexo enziméatico composto por isoenzimas que contribuem no
processo de metabolizacdo. Ele é constituido por uma das maiores superfamilias de proteinas com
funcdes enzimaticas que podem ser encontradas no figado, local onde ocorre a depuracdo de
moléculas enddgenas e xenobidticos (FOREST LABORATORIES, 2014; SHANKAR;
MEHENDALE, 2014).

Em mamiferos, de forma geral, o complexo CYP450 é dividido em dois principais grupos: o
primeiro com enzimas que possuem especificidade de substratos com estreita ligacdo e que estéo
incluidos na sintese, ativacao ou inativagdo de moléculas reguladoras de compostos endogenos, e 0
segundo grupo composto por enzimas envolvidas no metabolismo de xenobi6ticos e de compostos
enddgenos. Dessa forma, as enzimas do CYP450 podem determinar os efeitos e a persisténcia de
muitos medicamentos, incluindo antidepressivos como o escitalopram, de moléculas reguladoras de
compostos endogenos e de substancias toxicas e cancerigenas que podem estar em contato com o
organismo. Além disso, estas enzimas também podem levar a ativacdo ou inativacdo de diversas

substancias enddgenas e exdgenas por meio da catalizacdo da transformacdo oxidativa, podendo
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alterar a fisiologia normal do organismo, como também os processos patologicos (GOLDSTONE et
al., 2010).

Os genes responsaveis por codificar as enzimas do complexo CYP450 estdo presentes em
quase todos 0s genomas de procariotos e eucariotos (SHANKAR; MEHENDALE, 2014). No
genoma humano, os genes CYP450 sdo divididos em 18 familias: CYP1, CYP2, CYP3, CYP4,
CYP5, CYP7, CYP8, CYP11, CYP17, CYP19, CYP20, CYP21, CYP24, CYP26, CYP27, CYP39,
CYP46 e CYP51, albergando um total de 115 genes, sendo 57 ativos e 58 pseudogenes
(DANIELSON, 2002; NELSON et al., 2004; GOLDSTONE et al., 2010; SHANKAR;
MEHENDALE, 2014).

Especificamente com relacdo a metabolizacdo do escitalopram em seres humanos, como
mencionado anteriormente, as principais enzimas envolvidas sdo a CYP2C19, a CYP3A4 e a

CYP2D6, descritas detalhadamente a seguir.

4.2.1. Citocromo P450 familia 2 subfamilia C membro 19 (CYP2C19) [Homo
sapiens (humano)]

Dentro da familia CYP2, pertencente a superfamilia das enzimas CYP450, a subfamilia
CYP2C ¢ considerada importante devido ao fato de metabolizar aproximadamente 20% dos
medicamentos usados clinicamente. Além dos medicamentos, as CYP2Cs metabolizam alguns
compostos enddgenos, como o acido araquidénico, por exemplo. Os membros desta subfamilia sdo
geneticamente polimorficos, sendo que o mais conhecido deles é o CYP2C19 (GOLDSTEIN,
2001), cujo codigo de identificacdo no NCBI é 1557 (NCBI, 2021a).

A enzima CYP2C19 estd localizada, principalmente, no reticulo endoplasmatico e na
membrana celular, sendo responsavel por metabolizar indmeros xenobidticos, incluindo a
mefenitoina, 0 omeprazol, o diazepam e alguns barbitlricos. Sua expressdo pode ser induzida no
figado e em outros tecidos por inimeros compostos exogenos, incluindo drogas, pesticidas e
carcindgenos. A enzima apresenta uma sequéncia de 490 aminoacidos e aproximadamente 55,9
KDa de massa molecular (UNIPROT, 2021a). Além disso, trata-se de uma monooxigenase que
catalisa muitas reacdes envolvidas no metabolismo de drogas e na sintese de colesterol e outros
lipideos (ALLIANCE GENOME RESOURCES, 2021).

O gene que codifica a enzima CYP2C19 é altamente polimorfico, estd localizado no
cromossomo 10 (10g23.33), apresenta 9 exons (Figura 4) e diferencas significativas na frequéncia

de alelos sdo observadas na populagdo. De acordo com Hicks et al. (2015), mais de 30 variantes e
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subvariantes alélicas ja foram identificadas em seres humanos, no entanto a maior parte dos
pacientes carrega os alelos CYP2C19*1, *2, ou *17. O CYP2C19*1 codifica uma enzima de fungéo
normal, enquanto a CYP2C19*2 é o alelo inativo mais comum, seguido pelo CYP2C19*3. Ja o alelo
CYP2C19*17 é definido por uma variante na regido promotora que resulta em aumento na

transcricdo do gene e na capacidade metabolizadora (SIM et al., 2006).

P53 pIEZ pIE1 pld  pl3 plI233 pl231 pI21 23 pIL21 PN qll gl g2 g20 g2 g3 qEE1 q22.2 q22.3 230 q232 92332 h240 q2431 251 q252 q2EN qIE13 q26.2 9263

{ [~ X I N & OO e N )

Figura 4. Localizagdo cromossdmica do gene CYP2C19 no cromossomo 10 (10g23.33), destacado pelo trago em azul.
Fonte: NCBI (2021a).

No que se refere a metabolizacdo de antidepressivos, 0s niveis plasmaticos de amitriptilina,
citalopram e escitalopram, variam consideravelmente de acordo com a composicdo alélica para
CYP2C19 (KEERS; AITCHISON, 2011), havendo pacientes que apresentam um fenotipo de
metabolizadores ultrarrapidos, que apresentam dois alelos de funcdo aumentada ou um alelo de
funcdo normal e um de funcdo aumentada (5 a 30% dos pacientes; alelos *17/*17, *1/*17);
extensivos, com dois alelos de fungdo normal (35 a 50% dos pacientes; alelos *1/*1);
intermediarios, que apresentam um alelo de funcdo normal ou aumentada e um sem funcdo (18 a
45% dos pacientes; alelos *1/*2, *1/*3, *2/*17); e fracos, com dois alelos inativos (2 a 15% dos
pacientes; alelos *2/*2, *2/*3, *3/*3) (HICKS et al., 2015).

Assim, dependendo do fendétipo apresentado pelo paciente com relacdo a capacidade de
metabolizacdo da CYP2C19, recomendaces terapéuticas especificas podem ser indicadas no uso de
antidepressivos, como o escitalopram, incluindo redu¢fes da dosagem para metabolizadores fracos
ou uso de medicamentos ndo metabolizados pela CYP2C19 para metabolizadores ultra rapidos
(HICKS et al., 2015). Ainda, esse gene é preferencialmente expresso no figado, duodeno, estbmago,
vesicula biliar e intestino delgado (NCBI, 2021a) (Figura 5).
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Figura 5. Analise transcriptomica do gene CYP2C19 de Homo sapiens (Gene ID: 1557) em diferentes tecidos,
expresso em RPKM (reads per kilobase por milion mapped reads). Fonte: Adaptado de NCBI (2021a).

4.2.2. Citocromo P450 familia 2 subfamilia D membro 6 (CYP2D6) [Homo
sapiens (humano)]

Dentro da subfamilia CYP2D existem isoformas de enzimas que estdo envolvidas no
metabolismo de xenobidticos, incluindo antidepressivos, bloqueadores B-adrenérgicos,
antiarritimicos e anti-hipertensivos, além de compostos enddgenos, como neuroesteroides e tracos
de amina (FUNAE et al., 2003). Uma das isoformas é a enzima CYP2D6, a qual se localiza,
principalmente, no reticulo endoplasmatico (UNIPROT, 2021b) e metaboliza até 25% dos
medicamentos prescritos comumente (NCBI, 2021b). Os substratos da enzima do CYP2D6 incluem
antidepressivos, antipsicoticos, analgésicos, antitlssicos, agentes blogqueadores B-adrenérgicos,
antiarritmicos e antieméticos. Esta enzima é responsavel pela hidroxilacdo de todos os ATCs e da
maioria dos ISRSs (KEERS; AITCHISON, 2011).

O gene CYP2D6 esté localizado no cromossomo 22, regido 22q13.2 (Figura 6), seu codigo
de identificacdo no NCBI é 1565 e possui em sua composicdo 9 éxons, sendo expresso
preferencialmente no figado (RPKM 40.1) e no intestino delgado (RPKM 14.6) (Figura 7). Trata-se
de um gene altamente polimorfico, assim como o CYP2C19, apresentando mais de 100 variantes e

subvariantes alélicas conhecidas, as quais foram associadas a atividade enzimatica alterada. Os
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alelos do CYP2D6 tém sido estudados em grupos geograficamente diversos, incluindo diferentes
etnias, sendo encontradas diferencas significantes nas frequéncias alélicas. Os alelos mais comuns
séo os de funcdo normal (ex. CYP2D™*1 e CYP2D6*2), de funcdo reduzida (ex. CYP2D6*9, *10, e
*41) e sem funcéo (ex. CYP2D6*3-*6). Ainda, 0 gene CYP2D6 esté sujeito a duplicacdes, indicadas
por “xN” (HICKS et al., 2015).

] piz Pz P11 . qn.21 .z qizs qiz.1 72,2 qiz3 qi31 7132 qi3.31 713,32 913.33
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Figura 6. Localizacdo cromossdmica do gene CYP2D6 no cromossomo 22 (22913.2), destacado pelo traco em azul.
Fonte: NCBI (2021b).

Neste contexto, assim como observado com o gene CYP2C19, os polimorfismos do gene
CYP2D6 resultam em quatro fendtipos diferentes: metabolizadores fracos (MFs), com baixa
capacidade de metabolizar os substratos e com copias funcionalmente inativas de ambos os alelos;
intermediarios (MIls), com um ou dois alelos de atividade reduzida e um alelo ndo funcional;
extensivos (MEs), com pelo menos um alelo ativo; e ultrarrapidos (MUs), com aumento da
atividade enzimética devido a amplificacdo do gene (por exemplo, CYP2D6*1xN) (HUEZO-DIAZ
et al., 2011; KEERS; AITCHISON, 2011; BRATEN et al., 2019; BEITELSHEES et al., 2020;
NCBI, 2021b). Em certos individuos que possuem o fendtipo de metabolizador deficiente do gene
CYP2D6 ndo ha a presenca de uma proteina funcional por carregarem 2 alelos nulos em sua
composi¢do. Ja em outros individuos com o mesmo fendétipo, o gene CYP2D6 esta ausente. Esse
gene pode variar diversas vezes em numero de cépias e os individuos com o fen6tipo MU podem
ter 3 ou mais copias ativas (NCBI, 2021b).
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Figura 7. Analise transcriptomica do gene CYP2D6 de Homo sapiens (Gene ID: 1565) em diferentes tecidos, expresso
em RPKM (reads per kilobase por milion mapped reads). Fonte: Adaptado de NCBI (2021b).

Dentre as variantes e subvariantes alélicas para o gene CYP2D6 que podem alterar a
atividade enzimética (PETROVIC; PELIC; LAUSCHKE, 2019), vérios transcritos de splicing
alternativo que codificam diferentes isoformas enziméticas foram encontradas para este gene (NCBI,
2021b). A variacdo deste gene demonstrou ter um efeito nos niveis plasmaticos de antidepressivos
(substratos da enzima), incluindo os ATCs, a nortriptilina, os ISRSs, a venlafaxina e 0s IRSNs
(KEERS; AITCHISON, 2011). Considerando o composto escitalopram, assim como a CYP2C19 e
a CYP3A4 atuam em seu metabolismo formando o S-DCT, a CYP2D6 é responsavel pela
transformacéo do S-DCT em S-DDCT (VON MOLTKE et al., 2001).

4.2.3. Citocromo P450 familia 3 subfamilia A membro 4 (CYP3A4) [Homo
sapiens (humano)]

Dentro da familia CYP3 encontramos a subfamilia CYP3A, a qual apresenta as enzimas
com maiores niveis de expressdo no figado e no intestino delgado, por possuirem um papel
importante na desintoxicacdo de compostos exdgenos (QIU et al., 2008; NCBI, 2021c). Dentre as
enzimas pertencentes a subfamilia CYP3A, a isoforma hepatica mais abundante em humanos
adultos é a CYP3A4 (QIU et al., 2008). A enzima CYP3A4 esta envolvida no metabolismo de
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alguns esteroides e carcindgenos e de, aproximadamente, metade dos medicamentos que atualmente
sdo comercializados, incluindo o paracetamol, a codeina, o diazepam, a cloroquina, a eritromicina e
a ciclosporina A. Localizada no reticulo endoplasmatico, a CYP3A4 tem sua expressdo induzida
por glicocorticoides e alguns agentes farmacoldgicos. Com codigo de identificacdo 1576 no NCBI
(2021c), o gene CYP3A4 possui 13 éxons e estd localizado no cromossomo 7, regido 7¢g22.1
(Figura 8).

P22 pZ2) p213 p21Z PISF pISZ pM3 P41 pIE P23 plzd pIE gl g2 g2z qlEs g2 g2liz q2lE g2k q2zz g3l q3L3 q3.33  g32.3 933 q3% q35  q38)
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Figura 8. Localizagdo cromossdmica do gene CYP3A4 no cromossomo 7 (7¢22.1), destacado pelo trago em azul.
Fonte: NCBI (2021c).

Estudos avaliando diferentes fendtipos na capacidade de metabolizacdo de drogas, como o
midazolam (benzodiazepinico), ttm demonstrado diferencas individuais na atividade enzimatica da
CYP3A4, sem, contudo, haver distin¢do entre grupos metabolizadores répidos ou lentos, conforme
observado para as enzimas CYP2C19 e CYP2D6. Entretanto, considera-se que variantes génicas do
CYP3A4 possam contribuir para sua atividade metabdlica variavel em diferentes individuos
(WERK; CASCORBI, 2014). Diferentemente de genes que codificam outras enzimas do complexo
CYP450, apenas poucos polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) foram identificados e
relacionados as influéncias na expressdo e atividade da CYP3A4. De acordo com o Comité de
Nomenclatura de Alelos CYP humanos foram identificadas 53 mutacdes ndo sindnimas e 34
variantes do CYP3A4 até o ano de 2020 (PHARMVAR, 2020). Apenas uma variante intrénica
(CYP3A4*22) demonstrou estar associada a reducéo na atividade enzimatica, enquanto dois SNPs
foram identificados como mutagcdes com perda de funcdo para a CYP3A4 (WERK; CASCORBI,
2014).

Segundo TSAI et al. (2010), a enzima CYP3A4 esta envolvida no processo de
metabolizacdo do escitalopram e sua primeira atuacdo é na etapa do processo metabdlico que
envolve a N-desmetilacdo, juntamente com a CYP2C19, formando o metabolito S-DCT, sendo que
especialmente para este metabodlito a CYP3A4 apresenta uma alta afinidade pelo substrato
(RENDIC; GUENGERICH, 2012; SINGH et al., 2003).

Os diferentes niveis de atividade e expressdo desta enzima podem levar a variagdes
individuais no metabolismo de seus substratos, podendo resultar em falhas no tratamento de

doencas ou ainda em reacdes adversas aos medicamentos. Portanto, a relagcdo dos polimorfismos do
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gene CYP3A4 com os efeitos metabdlicos de medicamentos é um amplo campo de estudos ainda
inexplorado (TANG et al, 2020). Na figura 9 é possivel verificar a expressao do gene CYP3A4.
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Figura 9. Analise transcriptomica do gene CYP3A4 de Homo sapiens (Gene ID: 1576) em diferentes tecidos, expresso
em RPKM (reads per kilobase por milion mapped reads). Fonte: Adaptado de NCBI (2021c).

4.3. Analise comparativa dos genes CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 de H. sapiens e D. rerio

Para avaliar a presenca de genes do complexo CYP450 de zebrafish que possam estar
relacionados a metabolizacdo do escitalopram, realizou-se o alinhamento da sequéncia dos genes
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 humanos contra o genoma completo do zebrafish (taxid: 7955). Os
resultados demonstraram gque ndo ha, no genoma do zebrafish, regiées que apresentam similaridade
com o gene CYP2C19, principal metabolizador do escitalopram em seres humanos (DRUGBANK,
2021). Ja com relagdo ao gene CYP2D6, foi encontrada similaridade com o gene CYP2X6 do
zebrafish (Figura 10).
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Score Expect Identities Gaps Strand
125 bits(138) 2e-25 218/310(70%) 8/310(2%) Plus/Plus

Query 1076 ATGCCCTACACCACTGCC-GTGATTCATGAGGTGCAGCGCTTTGGGGACATCGTCCCCCT 1

R N N N LE
Sbjct 1065 ATGCCGTACAC-ACTGGCTGTGATTCATGAGGTTCAGCGTGTCGCTAACACTGTACCGCT 1

Qguery 1135 GGGTGTGACCCATATGACATCCCGTGACATCGAAGTACA TCCGCATCCCTAAGGG 1
Il

GGGCT
R Il L N R N N LI
Spbjct 1124 AAGTGTGTTTCACTCCACCACACGAGACACAGAGCTAATGGGCTACAGCATCCCAAAGGG 1

Query 1195 AARCGACACTCATCACCAARCCTGTCATCGGTGCTGAAGGATGAGGCCGTCTGGGAGAAGC- 1

e e rrrerrr AR e N e
Sbjct 1184 AACTATAATCATTCCCAACCTTACCAGGGTGCTARAAGAAGAAG--GTCAGTG-GAAGTT 1

TCCGC-TTCCACCCCGAACACTTCCTGGATGCCCAGGGCCACTTT
[ N e e AR RN |
TATGAGTTCAACCCAGCARACTTCCTGAATGAGCAGGGCCAGTTT

Query 1254 - GTGAAGCCGGA 1
| Frrrr

|
GAGARAGCCTGA 1

aO— 0
a—0
H—H

Sbjct 1241

H

Query 1312 GGCCTTCCTGCCTTTCTCAGCAGGCCGCCEGTGCATGCCTCGGGEAGCCCCTGECCCGCAT 1
Shict 1301 GGLTITCATACLCTICTCCACALGTETLCOIATCTOTEICOOTEARGET TGO LEsTAT 1
Query 1372 GGAGCTCTTC 1381
Shict 1361 GGAGLTOITE 1370

Figura 10. Alinhamento entre o gene CYP2D6 (H. sapiens) e CYP2X6 (D. rerio). Fonte: Dados obtidos a partir do
alinhamento realizado no BLAST (NCBI, 2021d).

O alinhamento revelou identidade de 70,32% (218/310 bn), com e-value de 2e-25 e 8 gaps
(2%). J& para o gene CYP3A4 de humanos foi encontrada similaridade com o gene CYP3A65 do
zebrafish. O alinhamento revelou identidade de 63% (824/1307 bn), com e-value de 2 e-34 e 48
gaps (3%) (Figura 11). O complexo enzimatico CYP450 de zebrafish e os genes que codificam as

enzimas CYP2X6 e CYP3A65 sdo descritos detalhadamente nas proximas se¢oes.

44, Citocromo P450 de zebrafish e metabolizacédo do escitalopram

O complexo enziméatico CYP450 em zebrafish atua de forma similar no sistema humano, ou
seja, contribui no processo de metabolizacdo e/ou biotransformacdo de compostos enddgenos e
xenobiodticos (GOLDSTONE et al., 2010). Os genes para este complexo enzimatico possuem,
inclusive, a mesma divisdo em 18 familias: CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP5, CYP7, CYPS,
CYP11, CYP17, CYP19, CYP20, CYP21, CYP24, CYP26, CYP27, CYP39, CYP46 e CYP51,
havendo 94 genes que codificam estas enzimas (GOLDSTONE et al., 2010; UNO; ISHIZUKA,
ITAKURA, 2012). Assim como nos genes CYP450 humanos, os genes de zebrafish sdo divididos
em dois grupos funcionais principais: aquele em que estdo incluidas as enzimas envolvidas
principalmente em funcdes endogenas (enzimas pertencentes as familias CYP5-51), e naquele
grupo em que ha enzimas fortemente envolvidas na metabolizagdo de xenobiéticos (enzimas
pertencentes as familias CYP1-3) (GOLDSTONE et al., 2010).
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Score Expect Identities Gaps Strand
156 bits(172) 2e-34 824/1307(63%) 48/1307(3%) Plus/Plus

Query 200 TTTAAGARAGCTTGGRATTCCAGGGCCCACACCTCTGCCTTTTTTGGGARATATTTTGTCC 259

] O )t 0 110 o A 00 O oy ) |
Sbjct 105  TTCAAGAAGCTGGGCATCCCGGGGCCCARAGCCATCCCATTCTTCGGCACCATGCTGAGR 164

Query 260 TACCATAAGGGCTTTTGTATGTTTGACATGGAATGTCATAAAAAGTATGGAARAGTGTGG 319
N N O T o T e e N R SR
Sbjct 165  TACAAGGATGGCTTTCATGTCTTCGATATGGATTGTTTTGAGAAGTATGGACGGATCTGG 224

Query 320 GGCTTTTATGATGGTCAACAGCCTGTGCTGGCTATCACAGATCCTGACATGATCARRACA 379
e e {1 0000 0 o T A A ) 1 L el
sbjct 225 GGTATCTATGACGGGAGGCAGCCTGTTCTGTGCATCATGGACCARACCATCATCARRACC 284

Query 380 GTGCTAGTGAAAGAATGTTATTCTGTCTTCACARACCGGAGGCCTTTTGGTC--—--CAGT 435
L A O L o OO o O 1 1 O I (AR 1|
Sbjct 285  GTTCTGATCARAGAGTGTTACTCCCTCTTCACCAACAGAAGGAACTTCCGTCTGARACGGE 344

Query 436 GGGATTTATGARAAGTGCCATCTCTATAGCTGAGGATGARGAATGGRAGAGATTACGATC 495

ol AT O T o T T 1 M 01 P Y
sbjct 345  GCGCTGTACGA----TGCCGTGTCCATCGCAGARAGATGACGACTGGAGGAGGATCCGCAG 400

Query 496 ATTGCTGTCTCCAACCTTCACCAGTGGAAAACTCARGGAGATGGTCCCTATCATTGCCCR 555
B N N e RN (RN |
Sbjct 401  CGTCCTCTCGCCATCTTTCACCAGCGGAAGGCTGRAAGGAGATGTTTGGCATCATGARGRAR 460

Query 556 GTATGGAGATGTGTTGGTGAGRRRATC-TGAGGCGGGRAGCAGAGACRAGGCARAGCCTGTCA 614

I A N T A P TR v b
Sbjct 461  ACACAGTCACATTCTGGTT-GACAGCATGGGGAARACAGCARAGAGAGGAGAGTCTGCGG 519

Query 615  CCTTGARAGACGTCTTTGGGGCCTACAGCATGGATGTGATCACTAGCACATCATTTGGAG 674
000 . ) 3 ) 00 o o O o i |
Sbjct 520 ATATTAARGAGTTCTTCGGTGCGTACAGTATGGATGTGGTGACCAGCACTGCGTTCAGCG 579

Query 675  TGRACATCGACTCTCTCAACRATCCACRAGACCCCTTTGTGGARRACACCAAGRAGCTTT 734
Lo b prerere it vt TELE L
Sbjct 580  TCGACATCGACTCCCTCAACAACCCCARAGACCCATTTGTGACCAACATCAAGARRATGC 639

Query 735  TAAGATTTGATTTTTTGGATCCATTCTTTCTCTCARTAACAGTCTTTCCATTCCTCATCC 794
LV CEEERE B G ERE CRERE A O B F R RE B ) ]
Sbjct 640 TGRAGTTTGACCTGCTGAACCCTCTCTTCCTGTTGATCGCTTTTTTCCCCTTCATGGCCC 699

Query 785 CRAATTCTTGAAGTATTARATATCTGTGTGTTTCCAAGAGRAAGTTACARATTTTTTA--—— 850

[ [ L o iy o I el
sbjct 700 CCGTCCTGGAGAAGATGGATTTCGCCCTTTTCCCCACATCTGTGACCGATTTCTTCTACG 759

Query 851 @ --———————- AGAARATCT-GT---ARRRAGGATGARAGARAGTCGCCTCGAAGATACACA 897

L1 S 5 2 o B NN
Ssbjct 760 CCGCCTTACAGAAGATCAAGTCCGACAGAGACACGARAGACAGTGGCCA--RAGACA-ACA 816

Query 838 A-RAAGCACCGAGTGGATTTCCTTCAGCTGATGATTGACTCTCAGAATT—————————— CR 546

PEEL et b veer peprrnn o 11
sbjct 817 CGARGAAGAGAGTGGACTTCCTGCAGCTGATGGTTGATTCTCAGACTGGAGTGAAACACE 876

Query 947 ARAGRRACTGAGTCC-CAC--—--RARAGCTCTGTCCGATCTGGAGCTCGTGGCCCAATCAR 1001

(R A S LT L O O e e
Sbjct 877  ARAGTGATGGAGAGCACACGGAGRAAGGTCTGAGTGACCACGAGATCTTATCGCAGTCCRE 936

Query 1002 TTATCTTTATTTTTGCTGGCTATGARACCACGAGCAGTGTTCTCTCCTTCATTATGTATG 1061
5 0 Y O W o i g A W W | L bl
sbjct 937 TGATCTTCATCTTCGCCGGTTACGAGACCAGCAGCAGCACTCTGTCCTTCCTCTTCTACR 996

Query 1062 AACTGGCCACTCACCCTGATGTCCA-GCAGAAACTGCAGGAGGAAATTGATGCAGTTTTA 1120
O L L o 1 T )l ) 1 60 0 o Il
Sbjct 997  ATCTGGCARCCAACCCAGA-GACCATGAAGARACTGCAGGAGGAGATCGACGAGACCTTC 1055

Query 1121 CCCAATAAGGCACCACCCACCTATGATACTGTGCTACAGATGGAGTATCTTGACATGGTG 1180
LELEE Hie LELLLLE 1 1 A G Il
Sbjct 1056 CCCAACCAGGCCCCGGTGGACTATGAAACCCTGATGAGCATGGACTACCTGGACGCAGCG 1115

Query 1181 GTGRAATGAAACGCTCAGATTATTCCCAATTGCTATGAGACTTGAGAGGGTCTGCAARARA 1240
| 10 OO 0 o 14 1 (10 0 o
Sbjct 1116 CTGTCCGAGTCTCTGCGGCTGTTCCCCGTCGCTGCACGCCTTGAGCGCGTCTGCARGRAG 1175

Query 1241 GATGTTGAGATCAATGGGATGTTCATTCCCARAGGGGTGGTGGTGATGATTCCAAGCTAT 1300
Lk ALELEELET L G EEL, LELTLLY 0 A T D e S W W |
Sbjct 1176 ACAGTGGAGATCRACGGCCTCCTCATCCCCARAGACTTGGTGGTCATGGTGCCGACCTAC 1235

Query 1301 GCTCTTCACCGTGACCCAARRGTACTGGACAGAGCCTGAGARAGTTCCTCCCTGARAGATTC 1360
0 oot 0 oo O T o o 1 o L
Sbjct 1236 GCCCTCCACAGAGACCCCGATTACTGGAGCGAACCGGAGAGCTTCAAACCCGAGAGGTTC 1295

Query 1361 AGCRAGRAGRACAAGGACAACATAGATCCTTACATATACACACCCTTTGGRAGTGGACCC 1420

Iz Ll 0l EGEEE 1 EYEEE A VEE S EE 1 I
Sbjct 1296 ACTARAGGCAATARAGAGTCGATAGACCCCTACATGTACATGCCGTTCGGTCTGGGCCCC 1355

Query 1421 AGRBACTGCATTGGCATGAGGTTTGCTCTCATGRACATGRRACTTGC 1467

LT Ereeeer e bl 1l L 10 o
Sbjct 1356 AGGAACTGCATCGGCATGCGTTTCGCTCAGGTGACCATGRAGCTGGC 1402

Figura 11. Alinhamento entre os genes CYP3A4 (H. sapiens) e CYP3A65 (D. rerio). Fonte: Dados obtidos a partir do
alinhamento realizado no BLAST (NCBI, 2021d).

O zebrafish vem sendo utilizado com maior frequéncia nos Gltimos anos como um modelo
alternativo para pesquisas toxicologicas em farmacos, inclusive para o estudo dos efeitos de
antidepressivos. Alguns estudos ja foram conduzidos com o objetivo de avaliar o efeito dos
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antidepressivos em diversos comportamentos de zebrafish (VERMOESEN et al., 2011,
RICHENDRFER; CRETON, 2017; MESHALKINA et al., 2018), no entanto, é necessario ter
dominio do processo de biotransformacdo para a realizacdo de interpretacfes adequadas no que se
refere aos dados toxicologicos e farmacéuticos (SAAD et al., 2016). Embora haja estudos avaliando
os efeitos do escitalopram sobre o comportamento de zebrafish (SCHAEFER et al., 2015;
NIELSEN et al. 2018; 2019), que séo individuos altamente sociais podendo auxiliar nas pesquisas
que envolvem alteracfes comportamentais induzidas por transtornos mentais (CHOI et al., 2021),
ndo foram encontradas evidéncias na literatura acerca da metabolizacdo desta droga, bem como dos
possiveis efeitos de seus metabolitos. Os resultados do presente estudo apontam a possibilidade do
envolvimento de duas enzimas no metabolismo do escitalopram, a CYP2X6 e a CYP3A65, com
base na similaridade dos genes codificadores destas enzimas, quando comparados aos de humanos.
A seguir, 0s genes que codificam estas enzimas sdo descritos detalhadamente, e sdo apresentados 0s
alinhamentos proteicos (BLASTp), visando validar os resultados obtidos por meio do alinhamento
de nucleotideos (BLASTN).

4.4.1. Citocromo P450 familia 2 subfamilia X membro 6 (CYP2X6) [Danio
rerio (zebrafish)]

Assim como em mamiferos, a familia 2 € a maior familia de genes CYP450 em zebrafish,
possuindo 47 genes, quase o triplo do nimero observado no ser humano com 16 genes. Muitas
enzimas CYPs do zebrafish apresentam ortélogos de genes CYPs humanos, sugerindo que seus
perfis metabolicos podem ser semelhantes aos dos mamiferos. Dentre as subfamilias dos CYP2s,
alguns genes apresentam ortélogos de genes humanos indicados pela identidade de sequéncia,
incluindo o CYP2R e CYP2U, considerados ort6logos dos humanos CYP2R1 e CYP2U1. H4, ainda,
subfamilias que apresentam homologia indicada pela sequéncia, como o CYP2N, CYP2P, CYP2V e
CYP2AD, cujos 11 genes apresentam sintenia com o gene humano CYP2J2, sugerindo um
compartilhamento do ancestral de origem (GOLDSTONE et al., 2010).

Como nos humanos, a maioria das espécies de actinopterigeos expressa apenas um gene da
subfamilia X, porém o zebrafish apresenta seis genes nesta subfamilia, incluindo os CYP2X6-9 e o
CYP2X10 que ambos apresentam duas copias semelhantes. Estes genes ndo compartilham sintenia
com nenhum CYP450 mamifero e possuem atividade catalitica pouco conhecida; no entanto,
algumas isoformas de genes pertencentes a subfamilia CYP2X foram bem documentadas em outras

espécies de peixes, como no experimento de Saad et al. (2016) com peixe Ictalurus punctatus onde
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a atividade de desmetilacdo de xenobioticos, como a aminopirina e a benzofetamina foi observada,
porém nenhuma funcdo bioldgica foi atribuida diretamente & subfamilia (GOLDSTONE et al.,
2010; SAAD et al., 2016).

De acordo com a base de dados ZFIN (2021a), a CYP2X6 pode realizar atividade de ligacdo
ao grupo heme, atividade de oxidorredutase atuando com incorporagdo ou reducdo de oxigénio
molecular em doadores pareados, reducdo de flavina ou flavoproteina como um doador e
incorporacdo de um atomo de oxigénio, alem da atividade de esteroide hidroxilase. Ainda, pode
estar envolvida no catabolismo de medicamentos exdgenos, metabolismo de &cidos organicos e de
xenobioticos. A proteina codificada pelo gene CYP2X6 pode ser localizada na membrana das
células do peixe, podendo ser uma proteina integral, ou pode ser encontrada no citoplasma, sendo
delimitada por uma membrana intracelular (ZFIN, 2021a).

O gene CYP2X6 possui 235 ortologos, 43 paralogos e trés variantes de splicing alternativo:
CYP2X6-201, CYP2X6-202 e CYP2X6-203 (Figura 12) (ENSEMBL, 2021a), porém ndo foram
encontradas pesquisas relacionadas a essas variantes. Além disso, existem estudos que apresentam o
padrdo de expressao génica apenas para estagio larval, ndo havendo informacdes sobre a expressao
para adultos (ZFIN, 2021a). Em relacdo a funcdo, embora seja atualmente desconhecida para todos
0s genes pertencentes a subfamilia X, no caso do gene CYP2X6, segundo os experimentos de
Rendic; Guengerich (2012) e Hurem et al. (2018), ha evidéncias de que ele seja capaz de expressar
resposta a radiacdo ionizante. No geral, todas as enzimas do CYP450 sdo conhecidas por serem
altamente afetadas pela radiacdo ionizante e, assim, como apresentado por Saad et al. (2016), é
possivel que a subfamilia CYP2X em teleGsteos também apresentem capacidade de resposta a

poluentes ambientais.
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Figura 12. Gene CYP2X6 e suas variantes. Fonte: ENSEMBL (2021a).
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De acordo com Goldstone et al. (2010), a subfamilia CYP2X, incluindo o gene CYP2X86,
parece ndo apresentar homologia evidente com os genes de CYP humanos, 0 que sugere que,
embora o alinhamento de sequéncias realizado no presente estudo indique similaridade, esta pode
ndo estar associada a uma homologia verdadeira com o gene humano. O gene CYP2D6 humano
apresenta 9 éxons e 4.312 pares de base, constituindo-se em uma longa sequéncia que, quando
alinhada ao genoma do zebrafish, pode ter apresentado similaridade sem, contudo, se tratar de um
gene verdadeiramente similar. De fato, quando realizado alinhamento proteico (BLASTp),
buscando validar a similaridade encontrada entre estes genes, o resultado ndo indicou similaridade
significativa entre a estrutura proteica da enzima CYP2X6 de D. rerio e a enzima CYP2D6 de
humano. Quando o alinhamento da proteina CYP2D6 foi realizado contra o proteoma de D. rerio,
encontra-se maior grau de similaridade com outra enzima do complexo CYP450, a CYP2P9
(identidade de 45,82%, e-value de 6e-144 e cobertura de 98%) (NCBI, 2021d).

Embora os dados obtidos por meio do alinhamento ndo sejam suficientes para se determinar
similaridade de funcéo entre o gene CYP2D6 humano e o gene CYP2XG6 de zebrafish, a evidéncia de
atividade de desmetilacdo atribuida a enzima codificada pelo gene CYP2X6 por Saad et al. (2016)
em Ictalurus puntactus pode sugerir uma atividade enzimatica similar, ja que a CYP2D6 humana
realiza um processo de N-desmetilagdo oxidativa no metabolismo do escitalopram (DRUGBANK,
2021). Neste contexto, ndo é possivel descartar que o sitio de acdo enzimético apresente
similaridade e que esta enzima possa metabolizar o escitalopram por meio da desmetilacdo também

em peixes.

4.4.2. Citocromo P450 familia 3 subfamilia A membro 65 (CYP3A65) [Danio
rerio (zebrafish)]

A CYP3AG65 é uma enzima presente no zebrafish que realiza atividade esteroide hidroxilase,
podendo, também, atuar em resposta a um estimulo xenobidtico, sendo localizada na membrana de
células, como um componente integral (ZFIN, 2021b). O gene que codifica a enzima CYP3A65
possui 13 éxons em sua composicdo (GOLDSTONE et al., 2010), uma variante de splicing
alternativo (CYP3A65-201) (Figura 13), 594 genes ortdlogos e quatro genes paralogos
(ENSEMBL, 2021b), podendo ser expresso em varias estruturas do peixe, incluindo sistema
digestivo, branquias, ovario, olhos, coracdo (ZFIN, 2021b) e figado (TSENG et al., 2005).
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Figura 13. Gene CYP3AG65. Fonte: ENSEMBL (2021b).

As familias CYP1-3 representam as principais enzimas que estdo envolvidas no
metabolismo de xenobidticos, sendo que muitos desses genes CYP podem ter sua expressao
induzida por substratos metabdlicos ou por quantidade variavel de xenobi6ticos por meio da acéo de
fatores de transcrigdo, como os receptores pregnano X (RPX), de androstano constitutivo (RAC) e 0
aril hidrocarboneto (RAh) (TOMPKINS; WALLACE, 2007; CHANG et al., 2013). No zebrafish, a
expressdo do gene CYP3A65 ¢ induzida por alguns agonistas do complexo heterodimérico do RPX
(TSENG et al., 2005). O RPX é um membro da superfamilia de receptores nucleares que contém
dominios funcionais modulares envolvendo o dominio de ligagdo ao DNA e um dominio de ligacdo
ao ligante. Dessa forma, a acdo do RPX na expressdo da CYP3A65 pode estar correlacionada a sua
acdo na expressdo do gene CYP3A4 humano, ja que este também é induzido por xenobidticos por
acdo da RPX (TOMPKINS; WALLACE, 2007). Neste contexto, as evidéncias sugerem que 0 gene
CYP3A65 de zebrafish seja um ortélogo do CYP3A4 em humano (ROBINSON et al., 2017). Em
termos funcionais, 0 CYP3A65 é expresso nos tecidos intestinais e figado do zebrafish, enquanto o
CYP3A4 também pode ser expresso nos mesmos 6rgaos nos humanos (MCKINNON et al., 1995;
TSENG et al., 2005; CHANG et al., 2013; ROBINSON et al., 2017).

Durante a fase larval do desenvolvimento do zebrafish, ao contrario dos CYP3A em
mamiferos, o CYP3A65 é fortemente induzido por tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD). Além do
TCDD, esse gene pode ser regulado positivamente pelo tratamento com dexametasona ou
rifampicina, entretanto, segundo Chang et al. (2013), o mecanismo subjacente da transcri¢do do
CYP3A65 (mediada por TCDD) néo € evidente.

Dentre os antidepressivos existentes, a venlafaxina, pertencente a familia dos ISRSs, é um
dos psicofarmacos encontrados em aguas superficiais podendo influenciar no comportamento e
niveis reprodutivos ou moleculares de organismos aquaticos. No estudo realizado por Hodkovicova
et al. (2019) em embribes de zebrafish, foi demonstrada uma regulacdo positiva da expressao de

alguns genes, incluindo o CYP3AG5, relacionados a fase | de biotransformacdo desta droga. Nao
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foram encontradas pesquisas que mostram a acdo da enzima CYP3A65 na presenca do
escitalopram.

Objetivando validar a similaridade encontrada no alinhamento de nucleotideos (BLASTN)
entre 0 gene CYP3A65 de D. rerio e o gene CYP3A4 de H. sapiens, foi realizado um alinhamento da
estrutura proteica da enzima CYP3A4 humana contra o proteoma de D. rerio. O resultado deste
alinhamento demonstrou que, de fato, a enzima codificada pelo gene CYP3A65 do D. rerio
apresenta o maior grau de similaridade a enzima CYP3A4 humana, com identidade de 56,4%, e-
value de 0 e cobertura de 97% (Figura 14) (NCBI, 2021d). Este resultado, associado ao
alinhamento de nucleotideos e a literatura, sugere que estes genes e estas enzimas tenham funcgdes
bioldgicas similares nestes dois organismos. Neste contexto, € possivel que a enzima CYP3A65 seja

uma candidata a molécula responsavel pela metabolizacao do escitalopram em zebrafish.

Score Expect Method Identities Positives Gaps
597 bits(1538) 0.0 Compositional matrix adjust. 282/500(56%) 375/500(75%) 11/500(2%)

Query 7 LAMETWLLLAVSLVLLYLYGTHSHGLFEELGIPGPTPLPFLGNILSYHEGFCMFDMECHE €6
+ ETW LLA + LL +Y¥G+ H FEELGIFGF +FPF G +L ¥ GF +FDM+C +
Sbjct 3 F3RETWTLLAFLVALLVIYGSWPHRY FERLGI PGFRAIPFFGTMLRYRDGFHVFDMDCFE 62

Query &7 FYGEVWGFYDGQOPVLAITDPDMIRTVLVEECYSVFTNRRPFGEVGFMESAISIAEDEEW 126
RYG++WE YDG+OPVL I D +IRTVL+EECYS+FTNER F 5 + A+SIRED++W
Sbjct €3 FYGRIWGIYDGROPVLCIMDOTIIRTVLIEECYSLFTNRRNFRLNGALYDAVSIAEDDDW 122

Query 127 ERRLESLLSPTFTSGRLEEMVPIIAQYGDVLVENLEREAETGEPVTLREDVFGRYSMDVITS 186
+R+RS+LSP+FTSG+LEEM I+ ++ +LV ++ + A+ G+ +E+ FGAYSMDV+TS
Sbject 123 RRIRSVLSPSFTSGRLEEMFGIMREHSHILVDSMGRTAFRRGESADIREFFGAYSMDVVTS 182

Query 187 TSFGVNIDSLNNPQDEPFVENTERLLRFDFLDEFFLSI-IFPFLIPILEVLNICVFPREVT 245
T+F V+IDSLNNP+DPFV N EE+L+FD L+P FL I FPF+ P+LE ++ +FP VT
Sbjct 183 TAFSVDIDSLNNPRDEFVTNIRRMLRFDLINPLFLLIAFFPFMAPVLERMDFALFPTSVT 242

Query 246 NFLRESVERMEESR————-— LEDTOQRHRVDFLOTMIDSQN-————— SEETESHFALSDLELV 2553
+F +++++E R +D EK RVDFLOLM+DSQ 3 + K LSD E++
Sbjct 243 DFFYARLORIERSDRDTETVAEDNTERRVDFLOLMVDSQTGVEHESDGEHTEEGLSDHEIL 302

Query 256 AQSIIFIFAGYETTSSVLSFIMYELATHPDVOQRELQEEIDAVLENRAPPTYDTVLOMEYL 355
+Q3+IFIFAGYET+SS LSF+ ¥ LAT+P+ +ELQEEID PN+AP Y+T++ M+YL
8bject 303 SQSMIFIFAGYETSSSTLSFLFYNLATNPETMERLOEEIDETFPNQAPVDYETIMSMDYL 362

Query 356 DMVVNETLRLFPIAMRLERVCERDVEINGMFIPEGVVVMIPSYALHRDPREYWTEFERFLP 415
I ++E+LELFP+A RLERVCER VEING+ IPE +VVM+EP+YARLHRDE YW+EPE F P
Skbjct 363 DARALSESLRLFPVAARLERVCRRTVEINGLLIPRDLVVMVPTYALHRDPDYWSEPESFRP 422

Query 416 ERFSEENEDNIDEYIYTPFGSGPRNCIGMRFAIMNMELALIRVLONFSFRECEETQIPLE 475
ERF+E NE++IDFY+Y FFG GFENCIGMEFA + MELA++ +LQ F C ETQ+PL+
Sbjct 423 ERFTEGNEESIDEPYMYMPFGLGPRENCIGMRFAQVTMRLAIVEILQRFDVSVCDETQVELE 482

Query 476 LSLGGLLOPERPVVLEVESR 4353
L GLL P+ P+ LE++ R
Sbjct 483 LEFNGLLSPEDPIELELOPR 502

Figura 14. Alinhamento entre as enzimas CYP3A4 (H. sapiens) e CYP3AG65 (D. rerio). Fonte: Dados obtidos a partir
do alinhamento realizado no BLAST (NCBI, 2021d).
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, baseado no estudo das similaridades da sequéncia de nucleotideos das
enzimas responsaveis pela metabolizacdo do escitalopram em H. sapiens e em D. rerio, e nos dados
disponiveis na literatura, os resultados do presente estudo sugerem que ndo ha correlatos do gene
que codifica a enzima CYP2C19 de humano, principal responsavel pela metabolizagdo da droga,
em D. rerio.

Ja com relacdo ao gene que codifica a enzima CYP2D6 de humano, embora o alinhamento
tenha demonstrado similaridade com o gene CYP2X6 de D. rerio, dados presentes na literatura,
associados ao alinhamento proteico, ndo confirmam a relagdo entre as enzimas.

Considerando as similaridades da sequéncia de nucleotideos, bem como da sequéncia de
aminoacidos, sugerimos, portanto, que a enzima CYP3A65 de D. rerio seja candidata a exercer um
papel metabdlico na biotransformacéo do escitalopram.

Este resultado baseia-se apenas em analises realizadas in silico, sendo necessaria a
comprovacdo experimental in vivo, revelando o papel da CYP3A65 na metabolizacdo do

escitalopram, bem como a avaliacdo dos metabdlitos formados.
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