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O PEIXE-ZEBRA (DANIO RERIO) PODE SER UM MODELO ANIMAL
ADEQUADO PARA A DESCOBERTA DE INIBIDORES DO TRANSPORTADOR DE
SEROTONINA HUMANA?

VITORIA REGIA DO AMARAL RODRIGUES
RESUMO

O estudo aborda as fases pré-clinica e clinica no desenvolvimento de medicamentos, destacando
o uso tradicional de roedores em pesquisas médicas. No entanto, o zebrafish (Danio rerio) é
apresentado como um modelo animal alternativo devido a suas caracteristicas vantajosas
(genéticas, fisiologicas e econdmicas). O foco ¢ a andlise do zebrafish como modelo para
inibidores de serotonina, utilizando ferramentas bioinforméticas para comparar as sequéncias
moleculares do transportador de serotonina em humanos e zebrafish. foram utilizados os bancos
de dados de bioinformatica PDB (Protein Data Bank) e NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para obter as sequéncias FASTA do transportador de serotonina
das espécies em questdo. O alinhamento dessas sequéncias foi realizado utilizando o Clustal
Omega, uma ferramenta acessivel no European Bioinformatics Institute (EMBL).
Posteriormente, uma analise estrutural do ligante foi conduzida no PDBsum, fornecendo
informagdes sobre a estrutura 3D depositada no PDB. A ferramenta LIGPLOT foi empregada
para identificar as interagdes entre o ligante e os aminoacidos da proteina. Os resultados
revelam uma alta similaridade entre as sequéncias, com variacdes em quatro aminodcidos,
consideradas conservativas, sugerindo uma funcionalidade equivalente. Conclui-se que o
zebrafish ¢ um modelo viavel para estudos farmacoldgicos, especialmente para inibidores de
serotonina, ressaltando a importancia das ferramentas bioinformaticas na pesquisa € seu
potencial impacto no desenvolvimento futuro de farmacos. Ademais, proporciona insights
valiosos sobre a aplicabilidade do zebrafish como modelo experimental, potencialmente
influenciando futuros desenvolvimentos na descoberta de farmacos.
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1 INTRODUCAO

Para a descoberta de novos medicamentos e vacinas, existem duas etapas experimentais
importantes, a fase pré-clinica envolve os primeiros passos para o desenvolvimento de uma
nova vacina ou medicamento que, segundo a SBPPC (Sociedade Brasileira de Profissionais em
Pesquisa Clinica), abrange os testes em células e testes em modelos animais (ndo humanos)
para, assim, testar a eficacia do que estd sendo produzido. De acordo com o Manual sobre
ética em pesquisa com seres humanos, da Secretaria Municipal de Saude de Sao Paulo, do ano
de 2010, a pesquisa pré-clinica deve gerar informagdes que permitam justificar a realizacao de
trabalhos de pesquisa em seres humanos, onde os resultados pré-clinicos devem mostrar a
relevancia dos dados, possiveis aplicacdes terapéuticas e prever a ocorréncia de alguns riscos
decorrentes de seu uso. Apos o cumprimento da fase pré-clinica e resultados favoraveis, parte-
se para a proxima fase, a fase clinica, onde o principal objetivo ¢ testar a eficiéncia do novo
farmaco, seja vacina ou medicamento, em seres humanos diretamente, onde ¢ dividida em
quatro partes para avaliar a seguranca e a eficacia do produto (INCA, 2021).
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A maioria das pesquisas médicas, necessita de modelos animais para ampliar o
conhecimento sobre as causas e consequéncias das doengas humanas, possibilitando com isso
novos testes e terapias inovadoras. O modelo animal inserido no contexto dos estudos pré-
clinicos esta ligado a fase antes do teste em seres humanos, quando sdo testados a eficacia do
farmaco in vitro e em animais n3o humanos. A escolha do animal para este teste deve basear-
se nas semelhancas entre a espécie humana e a nao humana, onde ¢ importante avaliar a
fisiologia e a patofisiologia (SUZUKI, 2009). Roedores, como ratos e camundongos, sdo os
mais usados em estudos experimentais justamente por possuirem essas semelhancas com Homo
sapiens (SILVEIRA, 2012). Tendo em vista que um modelo ¢ um objeto de imitagdo, cuja
finalidade ¢ representar algo baseado nas suas semelhangas (SALEN, 1995), segundo o
levantamento de dados de Fagundes (2004), os animais ndo humanos mais usados como
modelos nos estudos pré-clinicos sao ratos, camundongos, coelhos, caes, suinos e primatas.
Sendo que o numero de estudos relacionados a cada espécie muda de acordo com a base de
dados e o local de origem do estudo.

O D. rerio é um vertebrado que foi introduzido com louvor nas pesquisas cientificas
de desenvolvimento de novos farmacos, constituindo um excelente modelo experimental para
estudo de diversas doencas e testar novos agentes terapéuticos (COUTO SANTOS, 2020). A
espécie em questdo, conhecido também como zebrafish, ¢ um peixe que tem um
desenvolvimento rapido, € pequeno, possui imunidade inata, manipulavel geneticamente, com
fertilizagdo externa, seu genoma ¢ sequenciado com homologia com mamiferos; possui
transparéncia, permitindo observacdo dos seus Orgdos internamente, bem como seu baixo
custo financeiro, tornando-o um animal ideal para realizagao de estudos na fase pré-clinica de
desenvolvimento de farmacos, tomando, assim, possivelmente, o lugar dos roedores.
(SILVEIRA, 2012; COUTO SANTOS, 2020).

A serotonina (5-HT) ¢ um neurotransmissor que conduz a informagdes de um
neurénio para outro. Tem influéncia sobre atividades psiquicas, inibindo ou estimulando
fungdes cerebrais (FEIJO et al. 2011). O transportador de serotonina, quando inibido, quando
aumenta a estimulacao pds-sinaptica da serotonina, acaba causando a diminuicao da ingestao
de alimentos e o ganho de peso (FEIJO et al. 2011). Além de estar envolvida na modulagio da
ingestdo alimentar, causando transtornos alimentares como anorexia, a concentragdo de
serotonina pode estar relacionada a alteragdes de comportamento e humor, ansiedade,
agressividade, depressao, sono, fadiga (ROSSI, 2004).

Partindo do pressuposto que as ferramentas de bioinformdtica sdo ferramentas
computacionais, matematicas e estatisticas que ajudam na expansao de formas de uso de dados
bioldgicos, bioquimicos e biofisicos, elas possibilitam comparagdes entre as sequéncias
desejadas das espécies estudadas e, assim, observar maior ou menor grau de semelhanga com
as regioes de similaridades (THAMPI, 2009). Objetivou-se com esse estudo, analisar se o
Zebrafish seria um bom animal modelo no estudo sobre inibidores de serotonina humana.
Ademais, as ferramentas da informatica podem ser tuteis para comparagdo das sequéncias
moleculares entre o D. rerio e o H. sapiens e, assim, observar suas similaridades, possibilitando
a veracidade ou ndo de um potencial modelo no estudo de fArmacos inibidores do transportador
de serotonina em seres humanos.

2 MATERIAIS E METODOS

Foi feito o uso dos bancos de dados de bioinformatica PDB (Protein Data Bank) e NCBI
(National Center for Biotechnology Information) para obtengdo da sequéncia FASTA do alvo
bioldgico do presente estudo para as espécies de Danio rerio e Homo sapiens. Bem como foi
realizado o alinhamento destas sequéncias a partir do Clustal Omega, ferramenta disponivel
para acesso livre no European Bioinformatics Institute (EMBL). Posteriormente foi-se
realizado uma analise estrutural do ligante no PDBsum que ¢ um banco de dados que fornece
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informagdes de cada estrutura 3D depositada no PDB e, a partir do LIGPLOT, foi possivel a
obtengdo das moléculas que fazem interacdo com o ligante e, assim, possibilitando uma
investigacdo mais minuciosa em relagao ao uso do D. rerio como modelo para este estudo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do PDB (Protein Data Bank) e NCBI (National Center for Biotechnology
Information), foi possivel a obtencao das sequéncias FASTA do transportador de serotonina do
D. rerio e H. sapiens, como segue abaixo:
https://www.rcsb.org/fasta/entry/5174/display

> Transportador de serotonina - dependente de s6dio [Homo sapiens] (5174)

GSQGERETWGKKVDFLLSVIGYAVDLGNVWRFPYICAQNGGGAFLLPYTIMAIFGGI
PLFY
MELALGQYHRNGCISIWRKICPIFKGIGYAICHHAFYIASYYNTIMAWALYYLISSFTDQ
LPW
TSCKNSWNTGNCTNYFSEDNITWTLHSTSPAEEFYTRHVLQIHRSKGLQDLGGISWQ
LALC
IMLIFTVIYFSIWKGVKTSGKVVWVTATFPYIALSVLLVRGATLPGAWRGVLFYLKPN
wQ
KLLETGVWIDAAAQIFFSLGPGFGVLLAFASYNKFNNNCYQDALVTSVVNCMTSFVS
GFVI
FTVLGYMAEMRNEDVSEVAKDAGPSLLFITYAEAIANMPASTFFAIIFFLMLITLGLDS
SFA
GLEGVITAVLDEFPHVWAKRRERFVLAVVITCFFGSLVTLTFGGAYVVKLLEEYATG
PAV
LTVALIEAVAVSWFYGITQFCRDVKEMLGFSPGWFWRICWVAISPLFLLFITASFLMSP
PQL RLFQYNYPYWSIILGYAIGTSSFICIPTYIAYRLIITPGTFKERIIKSITPETPTLVPR

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ABB88575.1?report=fasta

> Transportador de serotonina a [Danio rerio]
MDMKESMMMNQEYGGEQQKVPESQENGRLVVDSVPEKDQKSGSGPGQVSNGYRS
gEE%GAGTGTDRVNTPGTFRTLVVQQTSLDPPRETWSKKMDFLLSVIGYAVDLGNV
;VI%I:(PQNGGGAFLLPYLLMAVFGGVPLFYMELALGQFHRSGCISIWKHVCPIFKGIGFA
IIAxCIf;IAFYYNTIMAWALYYLLSSFRATLPWTTCNNRWNTPNCTHYLSTDLNVSWTNN
iISI}E)FYVRQVLQVHLSPGLHQLGWVSWQLALCLFIFTVVYFSIWKGVKTSGKVVWVT
?\r(FIIjVLLILLIRGATLPGAWRGVVFYLKPDWKKLLTTTVWLDAAAQIFFSLGPGFGVL
IST?IEI;FHNNCYKDALITSSVNCLTSFLSGFVIFTVLGYMAEMRQQGVETVAKDAGPSL
II;IIA;ISI{ANMPAATFFAHFFLMIIMLGLDSTFAGLEGVITAMLDEFPHLLARRREWFVLGL
XSCEXGALSTLTYGGAFVVKLFEEYATGPAVITVVFLEVIAVSWFYGTTRFCNDVQLML
ggéFWRVCWIAICPCFLLFIIVSFLAFPPEVKLFDYLYPFWTTVLGYCIGVSSFICVPSY
MVY HLVTTKGTFQQRLLKGITPEAPGSSGPQRDTIVITNAV
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Foi usado o Clustal Omega para realizar o alinhamento da sequéncia primaria do alvo
biologico do presente estudo, que ¢ o Transportador de serotonina do D. rerio, com a sequéncia
FASTA do mesmo alvo com estrutura tridimensional depositada no PDB, que ¢ o 5174 (Figura
1), o grau de alinhamento entre estas sequéncias, a do peixe € a do ser humano, ¢ bem alta, onde
pode ser observado que muitos aminoacidos estdo conservados. A estrutura buscada no PDB
trata-se de uma estrutura de raios-X do transportador de serotonina humano ts3 complexado
com Br-citalopram no local central, cujo método experimental adotado para obtencdo da
estrutura tridimensional foi a difrag¢ao de raios x (Figura 2).

Fig. 1: Alinhamento das sequéncias FASTA do transportador de serotonina se D. rerio e H.

CLUSTAL ©(1.2.4) multiple sequence alignment

4BBE8575.1 FIDMKESMMMNQEYGGEQQKVP ESQENGRLVVDSVPEKDQX SGSGPGQVSNGYRSTSPQSP 60
SI74_1|Chain = - ----mm oo )
4BBE8575.1

5174_1|Chain

ABBB8575.1
5174_1|Chain

ABB8&575.1
5I74_1|Chain
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5174_1|Chain

ABBESS57S.1
5174_1|Chain

ABBBB575.1 ASYNPFHNNCYKDALITSSVNCLTSFLSGFYIFTVLGYMAEMRODGYETVAKDAGPSLLF 41
5174_1|Chain ASYNkFNNNCYQDALVTSWNC' MTSFY SGFVIFTVLGY\ IHEI RTIEDVSE‘ H<D»-.GPS F 33

ABBBE575.1
5174_1|Chain

VITAMLDEFPHLLARRREWFVL 479
NI]PHSTF IIFFL'IL TLGLDSSFAGLEG T»-.\; DEFPH‘UAI\RRERFVL 394

ABBBB575.1 GLVCVCYLGALSTLTYGGAFVVE LFEEY’—\TG AVITVWFLEVIAVSWFYGTTRFCNDVQL S
5I74_1|Chain H\-‘\ ITCFFGSL‘ TLT FYGI TQFCRDV}\E 4

ABBBB575.1 MLGFAPGLFWRVCHIAICPCFLLFI J
5174_1|Chain MLGFSPGWFHNRICHVAISPL FLLF HSFL SFPQL\LFQYNYP\’ IILGY;-\IGTSSFI

ABBB8575.1 CVPSYMVYHLVTTKGTFQQRLLKGITPEAPGSSGPQRDTIVITNAY B45
5174_1|Chain CIPTYI YJ\LI TPGTFKERIIKSITPETPTLVPR---------—- 549

sapiens, obtido a partir do Clustal Omega

Fig. 2: Estrutura 5174 encontrada e analisada a partir do PDB

RCSB PDB  Deposit - Search - Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam -~ More - Documentation -  Careers

< Biological Assembly 1 @ > 5174 I Display Files -

X-ray structure of the 1s3 human serotonin transporter complexed with Br-citalopram at the
central site
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Foi observado na imagem 3D obtida no PDB que o sitio ativo do cristal 5174 é composto
pelo ligante 69D, ou seja, “(1s)-1-(4-Bromophenyl)-1-[3-(Dimethylamino) propyl]-1,3-
Dihydro-2-Benzofuran-5-Carbonitrile”, cuja formula ¢ C20H21BrN20. A partir da estrutura do
LIGPLOT, pode-se observar que a molécula 69D faz interagdo com esses aminoacidos da
proteina, Alanina (Ala/A) 96, Serina (Ser/S) 336, S 438, S439, Tirosina (Tyr/Y) 95, Y
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497, Glicina (Gly/G) 442, G 498, Fenilalanina (Phe/F) 335, F 341, Asparagina (Asp/N) 98,
Isoleucina (Ile/T) 172, assim como pode ser observado no PDBsum (Figura 3).

Fig. 3: LIGPLOT de interagdes envolvendo o ligante 69D

69D 700(A)

Como pode ser observado na figura 3, estao os 12 aminoacidos do sitio ativo que estao
presentes no ligante. Faz-se necessario saber se estes aminoacidos estdo presentes em ambas
sequéncias FASTA das espécies. Como pode ser observado abaixo, na sequéncia FASTA do
H. sapiens estdo presentes todos os 12 aminodcidos encontrados no sitio ativo do ligante da
estrutura do transportador de serotonina humana (69D). Enquanto isso, quando observamos
que, na sequéncia FASTA do D. rerio, ha 4 aminoacidos que ndo ocorrem, sdo estes: Isoleucina
172, Glicina 442, Serina 438, Serina 439.

> Transportador de serotonina - dependente de soédio [Homo sapiens]
GSQGERETWGKKVDFLLSVIGYAVDLGNVWRFPYICAQNGGGAFLLPYTIMAIFGGI
PLFY
MELALGQYHRNGCISIWRKICPIFKGIGYAICITAFYIASYYNTIMAWALYYLISSFTDQ
LPW
TSCKNSWNTGNCTNYFSEDNITWTLHSTSPAEEFYTRHVLQIHRSKGLQDLGGISWQLALC
IMLIFTVIYFSIWKGVKTSGKVVWVTATFPYIALSVLLVRGATLPGAWRGVLFYLKPN
WQ
KLLETGVWIDAAAQIFFSLGPGFGVLLAFASYNKFNNNCYQDALVTSVVNCMTSFVS
GFVI
FTVLGYMAEMRNEDVSEVAKDAGPSLLFITYAEAIANMPASTFFAIIFFLMLITLGLDS
SFA
GLEGVITAVLDEFPHVWAKRRERFVLAVVITCFFGSLVTLTFGGAYVVKLLEEYATG
PAV
LTVALIEAVAVSWFYGITQFCRDVKEMLGFSPGWFWRICWVAISPLFLLFITASFLMSP
PQL RLFQYNYPYWSIILGYAIGTSSFICIPTYIAYRLIITPGTFKERIIKSITPETPTLVPR

> Transportador de serotonina - a [Danio rerio]
MDMKESMMMNQEYGGEQQKVPESQENGRLVVDSVPEKDQKSGSGPGQVSNGYRS

TSPQ
SPKEGAGTGTDRVNTPGTFRTLVVQQTSLDPPRETWSKKMDFLLSVIGYAVDLGNV
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;X]Ilél:})QNGGGAFLLPYLLMAVFGGVPLFYMELALGQFHRSGCI SIWKHVCPIFKGIGFA
foCLIIYIAFYYNTIMAWALYYLLS SFRATLPWTTCNNRWNTPNCTHYLSTDLNVSWTNN
illg]lE)F YVRQVLQVHLSPGLHQLGWVSWQLALCLFIFTVVYFSIWKGVKTSGKVVWVT
§$EVLLILLIRGATLP GAWRGVVFYLKPDWKKLLTTTVWLDAAAQIFFSLGPGFGVL
ISJéllj;léFHNNCYKDALITS SVNCLTSFLSGFVIFTVLGYMAEMRQQGVETVAKDAGPSL
IAill:EIEI{ANMPAATFFAIIFFLMIIMLGLD STFAGLEGVITAMLDEFPHLLARRREWFVLGL
X\C{EXGALSTLTYGGAFVVKLF EEYATGPAVITVVFLEVIAVSWFYGTTRFCNDVQLML
SgéFWRVCWIAICPCFLLFHVSFLAFPPEVKLFDYLYPFWTTVLGYCIGVSSFICVPSY
MVY HLVTTKGTFQQRLLKGITPEAPGSSGPQRDTIVITNAV

Quando vamos analisar o alinhamento realizado através do Clustal Omega, podemos
observar que os aminoacidos que nao sdo encontradas nas mesmas posicoes do que pode ser
observado na sequéncia FASTA do H. sapiens sdo conservados ou conservativas; a Serina 438
¢ conservada (*), ou seja, na mesma posicao na qual ela se encontra, na sequéncia FASTA
do D. rerio também consta uma Serina, enquanto a Serina 439 ¢ conservativa (:), ou seja, na
posi¢do em que se encontra no H. sapiens, na sequéncia do D. rerio estd presente uma
Treonina(Figura 4), apesar de diferentes, elas exercem a mesma fungdo, ja a Glicina 442
também ¢ conservada(*)(Figura 5), bem como a Isoleucina 172 (Figura 6).

Fig. 4: Sequéncia da Serina 438(*), e Serina 439(:)
ABBBASTS.1 ASYNPFHNNCYKDALITSSVNCLTSFLSGFVIF
5174_1|Chain ASYNEFNNNCYODALYTSVWNCMTSFVSGR

TVLGYMAEMRQQGVETVAXDAGRSLLF 419

ABBE8575.1 TTYAEALL
5174_1|Chain ITYA

ABBEE575.1 GLVCVCYLGALSTLTYD
5174_1|Chain AWITCFFGSLVILTFG

FYGTTRFCNDVQL 539
IFYGITQFCROVKE 454

Fig. 5: Sequéncia da Glicina 442(*)
ABBBB575.1 ASYNPFHNNCYKDALITSSVNCLTSFLSG
5174_1|Chain ASYMEFNNNCYQDALVTSWNCMTSFVSG

ABBB8575.1 IIYAEAL
5I74_1|Chain ITYA

AIIFFLMIIMLGLDSTFAGLEGVT
AIIFFLMLITLGLDSSRAGLEGYT

ABBBB575.1 GLVCWCYLGALSTLTYGGAFVVKLFEEYATGP,
5174_1|Chain AVWITCFFGSLVTLTFGE

Fig. 6: Sequéncia da Isoleucina 172(*)
ABBEB575.1 CYOMNGEEAF LLPY L LMAY!
5I74_1|Chain CADMNGGEGEAF LLPYTIMATL

ABBE8575.1
5I74_1|Chain

YWY LLSSFRATLPWTTCNNRIWNTPNCTHY LSTDLN ITNNSISF 248
LISSFTDQLFPI SWNTGNCTHYFSED-NITWTLHSTSP 154

ABBEB575.1 AEE IFTVWYFS
5I74_1|Chain AEE tHIIL LSk ILG i LCIMLIFTWVIYFS
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4 CONCLUSAO

Foi-se possivel, através das ferramentas bioinformaticas disponiveis e aqui utilizadas,
observar minuciosamente a possibilidade do Danio rerio servir como um animal modelo para
o estudo e desenvolvimento de farmacos, mais especificamente de inibidores de serotonina
humana. A partir dos dados obtidos, correlagdes desenvolvidas e anélises realizadas, ¢ possivel
concluir que esta espécie de peixe ¢ um bom modelo animal (ndo humano) para pesquisas
farmacolodgicas.
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