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RESUMO
 Nitrosaminas e malathion são agentes químicos com potencial pró-oxidativo, capaz

de  modificar  a  membrana  plasmática  de  células.  A  peroxidação  dos  fosfolipídeos  de

membrana relaciona-se com a ativação de enzimas de remodelação, como a fosfolipase

A2 citosólica (cPLA2), envolvida na produção do fator de agregação plaquetária (PAF). O

PAF é um mediador lipídico inflamatório e também o substrato principal da PAF acetil-

hidrolase  (PAF-AH),  responsável  pela  sua  neutralização.  A  PAF-AH,  portanto,  é  uma

enzima regulatória, que pode ser encontrada no plasma sanguíneo dos vertebrados sob a

forma de um complexo com lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de alta

densidade (HDL), enquanto sinônimo de fosfolipase A2 associada a lipoproteínas (PLA2-

Lp, da família VII). Nas últimas duas décadas a PLA2-Lp foi alvo de grande interesse

científico,  que  revelou  lacunas  sobre  seu  papel  protetor  nos  organismos  frente  ao

estresse oxidativo induzido. A que se convém, a PAF-AH possui tendência a preservar

sua morfologia e função nos vertebrados, o que permite deduções experimentais a partir

de análises de modelos de peixes. Nesta direção, o presente trabalho consiste em criar

um modelo  in  silico robusto  da  PLA2-Lp  de  Danio  rerio para  efetuar  simulações  de

ancoragem molecular  capazes  de  predizer  o  comportamento  desta  enzima  frente  ao

malathion e nitrosaminas. Por fim, nossos modelos in silico são confrontados com ensaios

enzimáticos in vitro de atividade enzimática para PAF-AH secretória de Mus musculus em

diferentes tratamentos, demonstrando a capacidade de ambos em inibir a ação da PAF-

AH em determinadas circunstâncias.

Palavras chaves: PAF acetilhidrolase, zebrafish, modelagem molecular.

Instituição-sede: UNESP, Institute of Biosciences - Câmpus do Litoral Paulista -

São Vicente - Praça Infante Dom Henrique s/nº - CEP 11.330-900 - Parque Bitaru - São
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ABSTRACT
Nitrosamines and malathion are two chemical  agents with pro-oxidative potential,

that can lead to structural changes in cell membrane. The peroxidation of phospholipids of

the cell membrane activates remodelation enzymes, including cytosolic phospholipase A2

(cPLA2), involved in the production of the platelet aggregation factor (PAF). PAF is an

inflamatory lipid mediator and also the main substrate of PAF acetilhydrolase (PAF-AH),

responsible for its neutralization. PAF-AH, therefore, is a regulatory enzyme, that can be

found in vertebrate blood in complex with low-density lipoprotein (LDL) and high-density

lipoprotein (HDL), known as the synonim of lipoprotein associated phospholipase A2 (Lp-

PLA2, VII family). In the last two dacades Lp-PLA2 has been a target for major scientific

interest, which revealed the lack of knowledge regarding its protector role in living beings

in  response  to  induced  oxidative  stress.  Conveniently  PAF-AH  tends  to  preserve  its

morphology and function in vertebrates, which alows experimental deductions from fish

model analysis. In this direction, the present project consists in the creation of a robust in

silico model of Lp-PLA2 of Danio rerio to carry out molecular docking capable of predicting

this enzyme behavior in the presence of malathion and nitrosamine. Finally, our  in silico

models are confronted with enzimatic in vitro assays that monitorates the secretory PAF-

AH of  Mus musculus activity  in different treatments,  demonstrating that  malathion and

nitrosamines possibly inhibit PAF-AH in some circunstances. 

Keywords: PAF-acetylhydrolase, zebrafish, molecular modeling.

Host Institution: UNESP, Institute of Biosciences - Câmpus do Litoral Paulista - São

Vicente  -  Praça Infante  Dom Henrique s/nº  -  CEP 11.330-900 -  Parque Bitaru  -  São
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1. INTRODUÇÃO
A  extensa  literatura  trata  da  atividade  fosfolipásica  de  enzimas  citosólicas  e

secretórias de enzimas do tipo PLA2 (phosfolipase A2) como potencial  precursora de

cascatas  oxidativas  em  organismos  vivos,  geralmente  culminando  no  aumento  da

produção de ácido aracdônico. A PLA2 secretória ligada a lipoproteínas (PLA2-Lp) ou

acetil-hidrolase do fator de agregação plaquetária (PAF-AH) pertence ao grupo enzimático

específico  VII  da  superfamília  PLA2 e,  assim como suas  variações,  trata-se  de  uma

hidrolase de grupos funcionais acetila presentes na posição sn-2 de fosfolipídeos. Sua

importância  metabólica  remonta  todo  o  espectro  nutricional  de  lipídeos,  desde  a

assimilação celular, até processos de catabolismo e biossíntese. 

Muitos estudos recentes investigam as relações entre as fosfolipases e distúrbios do

metabolismo, obesidade, doenças cardiovasculares, hepáticas e entre as mais variadas

síndromes, como consta na revisão recente de Huang, Wang e Shen (2019). Em via de

regra,  as  atividades  enzimáticas  da  PLA2-Lp  vêm  sendo  vinculadas  à  geração  de

produtos metabólicos com efeitos deletérios e inflamatórios nos mais variados tecidos do

organismo e a comunidade científica busca mapear tais características e seus respectivos

proponentes moleculares.

Mesmo assim, as funções da PLA2-Lp no metabolismo de lipídios ainda não foram

completamente  compreendidas  e  envolvem uma série  de  mecanismos  complexos  de

regulação e translocação desta enzima para membranas (MOUCHLIS; DENNIS, 2019).

Nesta  área  encontram-se  lacunas  experimentais  e  teóricas  a  respeito  dos  papéis

metabólicos que estas enzimas desempenham, bem como as suas relações de interação

com toxinas, moléculas inibidoras e biomarcadores.

Este  panorama  reforça  a  necessidade  de  uma  abordagem  multidisciplinar  na

investigação da sua estrutura e função, na qual a modelagem in silico pode ser explorada

para conduzir a busca por esclarecimento científico.

Buscando sondar uma das fronteiras desta área de pesquisa, trago esta dissertação,

que associa o conhecimento adquirido sobre as PLA2-Lp nas últimas décadas com as

perspectivas  da  modelagem  in  silico aplicada  às  interações  toxicológicas  entre  esta

enzima e alguns contaminantes ambientais emergentes.
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2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1. A PAF-AH ou PLA2 associada a lipoproteínas

As acetil-hidrolases do fator de ativação plaquetário (PAF-AH) são fosfolipases A2

cálcio-independentes presentes em complexos com LDL e HDL, que podem hidrolisar um

éster  acetil  na  posição  sn-2  de  lipídeos  oxidados,  dentre  eles  o  fator  de  agregação

plaquetária  (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina,  PAF).  A  reação  de

neutralização do PAF pela PAF-AH pode ser expressa a seguir:

Figura 1. Reação de catálise do PAF. 

Até o presente momento e em mamíferos foram identificados quatro tipos de PAF-

AH.  Um  dos  tipos  é  secretado  pela  célula  e  atua  em  nível  plasmático,  a  PAF-AH

secretória ou PLA2 associada a lipoproteínas (PLA2-Lp), que apresenta alta homologia

genética com a PAF-AH hepática de tipo II (PAF-AH2), ambas compõem o grupo VII. Os

outros dois tipos são reconhecidas por atuar em nível intracelular e são denominadas

como [PAF-AH (I) e PAF-AH (II)], ou PLA2 do grupo VIII (KONO; ARAI 2015). 

A PAF-AH plasmática é capaz de hidrolisar uma gama de fosfolípideos com ácidos

graxos  oxidados  modificados,  o  que  dentre  outros  fatores  revela  multifuncionalidade

adaptativa desta enzima (HUANG; WANG; SHEN, 2019). Uma característica que não é

consensual  para  as  demais  PAF-AH  intracelulares  (VIII),  que  tendem  a  ser  mais

específicas para PAF (MCINTYRE; PRESCOTT; STAFFORINI, 2009; QUACH; ARNOLD;

CUMMINGS, 2014). Além disto, PLA2-LP é uma molécula amplamente N-glicosilada que

pode ser inibida por inibidores conhecidos, tais como o fluorofosfato de diisopropilo (DFP)

como já evidenciado por Carpenter et al. (2001). 

A  PLA2-Lp  apresenta  um  grau  mais  alto  de  homologia  com  outras  lipases  e

esterases  neutras  do  que  com  outros  membros  da  superfamília  da  fosfolipase  A2,

possuindo relativamente menos isoformas e menor peso molecular que as PLA2 cálcio-

independentes (iPLA2)  e  PLA2 citosólicas (cPLA2)  por  exemplo.  Por  estes motivos é

considerada uma lipase do subtipo esterase. De fato, seu modelo cristalográfico a 1,5 Å
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mostra uma dobra clássica de lipase α/beta-hidrolase e uma tríade catalítica conservada

composta  por  uma  serina,  um  resíduo  de  aspartato  e  um  de  histidina  (SAMANTA;

BAHNSON, 2008).

Inicialmente, esterases e lipases são proteínas que apresentam um enovelamento

denominado alfa/beta hidrolase que consiste em uma folha central β e embalada entre

duas camadas de α-hélices. Geralmente estas enzimas apresentam uma tríade catalítica

compostos por um resíduo nucleofílico (serina, aspartato ou cisteína), uma histidina, um

ácido catalítico (aspartato ou glutamato), e dois ou três resíduos de glicina. Apesar de

apresentarem os  mesmos  enovelamentos  proteicos  e  a  mesma  maquinaria  catalítica

central, estas enzimas catalisam uma gama diversa de mecanismos de reação enzimática

e  muitas  podem  trabalhar  com  vários  substratos  parecidos,  podendo  ser  agrupadas

dentro do grande grupo das hidrolases (DIMTRIOU et al., 2017; BAUER; BUCHHOLZ;

PLEISS,  2019).  Ao  longo  da  evolução  molecular,  várias  sequências  de  resíduos  de

aminoácidos foram inseridas, preservando a dobragem da hidrolase alfa/beta e mantendo

assim a estabilidade do sítio ativo de uma grande variedade de enzimas, tais como as

hidrolases  de  éster  carboxílico  (CEHs)  (NARDINI;  DIJKASTRA,  1999;  BAUER;

BUCHHOL; PLEISS, 2019; DENESYUK et al., 2020).

A PLA2-Lp humana tem massa de aproximadamente 45 Kilodaltons e é considerada

hidrofóbica, embora possua características bioquímicas mistas (anfipática). A sequência

de aminoácidos gerada por uma das suas variantes de mRNA pode ser acessada pelo

código Q13093 no site Uniprot (2023) e segue:

Figura 2. Sequência completa de 441 aminoácidos da PAF-AH humana.

A cristalografia  por  difração  de  raios  x  e  testes  in  vitro com PLA2-Lp  humana,

murínica, suína e bovina encontram uma média de massa para a enzima de 40-45 KDa e

conferem sua atividade catalítica ao sítio ativo contendo os aminoácidos Serina, Histidina

e Ácido Aspartico. No caso da PLA2-Lp humana, a Ser273 está localizada no N-terminal
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de uma alfa-hélice e no complexo característico de lipases “GXSXG”. O Asp296 está no

C-terminal  de  uma  folha-beta  e  a  His351  localiza-se  no  N-terminal  de  uma  α-helix

(SAMANTA;BAHNSON, 2008). Esses resíduos estão alocados, como em outras lipases,

num “bolsão” hidrofóbico catalítico orientado para o substrato lipídico como representado

a seguir:

Figura 3. Orientação da PAF-AH de Homo sapiens em membrana. Tríade catalítica (vermelho) – Ser273;
Asp296; His351 - Resto do sítio ativo (ciano) – Trp298; Phe322; Phe274; Leu153; His272; Tyr160; Phe110;
Gln352  -  Interface  membranar  (amarelo)  –  Thr113;  His114;  Trp115;  Leu116;  Met117;  Ile120;  Leu123;
Leu124; Ile364; Ile365; Met368; Leu369.

No caso do zebrafish (nosso modelo de organismo para estudos in silico) a literatura

regista  ao  menos  dois  grandes  grupos  de  PLA2:  as  intracelulares,  como  as  PLA2

citosolicas  (cPLA2)  e  as  PLA2 associadas  a  lipoproteinas  (PLA2-Lp)  (HUANG et  al.,

2014).  Ambos  acompanham  uma  grande  lacuna  de  conhecimento  envolvendo  suas

funções fisiológicas e conformações estruturais. Não obstante, a PAF-AH secretória de

Danio rerio apresenta, segundo bancos de dados livres, homologia sequencial com mais

de 55% de identidade em resíduos aminoácidos com a PAF-AH humana,  e  mais  de

47,5% de identidade com a PAF-AH de caundongos (Mus musculus), o que a torna um
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alvo bastante promissor para simulações de docking e modelagem computacionais, bem

como ensaios in vitro e in vivo, que detalharemos ao longo do trabalho.

A  sequência  de  aminoácidos  da  PLA2-Lp  fornecida  pelo  centro  de  pesquisas

internacional em Zebra-Fish (ZIRC) para uma de suas variantes completa está disponível

no site Uniprot (2023) pelo código Q5RHM0:

Figura 4. Variante completa de 444 aminoácidos da PAAF-AH de Danio rerio.

A sequência de aminoácidos da PLA2-Lp de Mus musculus está disponível no site

Uniprot (2023) pelo código Q60963:

Figura 5. Variante completa de 440 aminoácidos da PAF-AH de Mus musculus.

Todas as proteínas utilizadas para testes neste estudo, portanto, são pertencentes

ao grupo VII - extracelular, possuem massa correspondente (45 a 50 Kilodaltons) e uma

alta similaridade sequencial.

2.1.1. Genética e expressão
O gene que codifica a proteína PLA2-Lp humana é o PLA2G7, composto por 12

exons e o polimorfismo deste gene implica distintas modificações na atividade enzimática.

A relação genômica com a expressão e atividade da PLA2-Lp foi abordada no passado

por  numerosos  ensaios  associando  função,  polimorfismo  e  consequências  clínicas

(majoritariamente  atreladas  a  doenças  cardio-cerebro-vasculares),  que  foram
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sumarizadas  por  Stafforini  (2009),  sendo  que  em  diversas  doenças  o  aumento  da

expressão deste gene pôde ser constatada, bem como algumas correlações associadas

ao tipo de polimorfismo característico (isoformas).

No  que  diz  respeito  às  influências  destas  alterações  genéticas  na  proteômica,

estima-se que sejam capazes de explicar  de 37% a 62% das variações de atividade

observadas na PLA2-Lp na população (LENZINI et al., 2009; RAHMAN et al., 2011).

Porém, devido à contraditoriedade destes e outros resultados em estudos de larga

escala,  a  implicação  clínica  do  polimorfismo  na  atividade  da  PLA2-Lp  está  sendo

confrontada com estudos genéticos mais específicos,  enquanto uma nova perspectiva

sobre controle genético ainda está por vir (HUANG; WANG; SHEN, 2019) .

Ainda assim, notoriamente a expressão do mRNA correspondente a esta enzima foi

observada  como  relativamente  elevada  em  tecidos  com  presença  contundente  de

macrófagos.  Atualmente  a  transcrição  do  PLA2G7 foi  evidenciada  como intimamente

dependente de fatores de transcrição da família Sp sendo que estão submetidos a um

controle bastante refinado (WU et al. 2003).

2.1.1.1 Funções fisiológicas da PAF-AH
O Fator Ativador de Plaquetas (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina) é um

mediador  lipídico  de  inflamação  que  se  sinaliza  através  de  um  receptor  celular

transmembrana  associado  à  proteína  G  (PAFR),  que  é  expresso  nas  membranas

plasmáticas e nucleares de diversos tipos celulares (SHUKLA, 1992). O PAF é um fator

crucial  para  vários  processos  inflamatórios,  incluindo  modulação  plástica  de  células

envolvidas no processo de defesa. Além disto, a PAF-AH inativa o PAF e fosfolipídeos

semelhantes, controlando suas ações. 

O  PAF  pode  ser  produzido  por  meio  de  dois  eventos  celulares  distintos  que

envolvem a remodelação de fosfolipídeos de membrana e síntese de novo da PAF. Na

primeira  etapa  os  fosfolipídeos  ricos  em  colinas  (fosfatidilcolina)  são  hidrolisados  na

posição sn-2, liberando o ácido araquidônico (AA) e o lisofosfolipídeo (LPC), pela ação da

PLA2  citosólica.  Esta  reação  é  favorecida  frente  a  estresse  oxidativo,  que  leva  à

peroxidação lipídica  durante  eventos  como processos  inflamatórios  (TRAVERS,  2020;

TRAVERS et al., 2021; ASHRAF; NOOKALA, 2022). O ácido araquidônico desta forma

originado segue a rota da COX-1 (Ciclooxigenase constitutivo) e o LPC é transferido para

a acetil-CoA e lisoPAF-acetil-transferase, que gera, então, o PAF. Já a via alternativa de
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síntese do PAF ou via de novo, envolve várias outras etapas bioquímicas decorrentes da

manutenção da homeostase (SNYDER, 1989; TSELEPIS et al., 2002; SUN et al., 2014;

SATO; TAKETOMI, 2016; ASHAF; NOOKALA, 2022). O esquema a seguir resume estas

reações:

Figura 6. Biossíntese e degradação do PAF. Fonte: LIU et al. (2016).

Assim,  uma  das  primeiras  atividades  desempenhadas  pela  PLA2  associada  a

Lipoproteínas seria neutralizar o excedente patológico de PAF, comportando uma de suas

funções regulatórias e que pode, por meio de estímulos fisiopatológicos, refletir flutuações

em  suas  concentrações.  Como  peixes  são  animais  extremamente  susceptíveis  às

condições da água, xenobióticos pró-oxidantes têm o potencial de causar mudanças nas

vias metabólicas de lipídeos e por conseguinte gerar alteração na expressão e atividade

da PAF-AH. 

No entanto, a PLA2-Lp é encontrada em baixa quantidade no plasma, representando

apenas  um  pequeno  percentual  de  complexos  com  lipoproteínas.  Em  mamíferos,

incluindo  o  homem,  esta  porção  de  enzimas  está  associada  majoritariamente  ao
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subconjunto de partículas de LDL, que podem ter sua proporção afetada como resultado

do curso de doenças metabólicas ou processos inflamatórios. 

Por outro lado, esta última atividade benéfica também é responsável na patogênese

da aterosclerose, já que a neutralização do PAF gera dois mediadores pró-inflamatórios:

lisofosfatidilcolina (lisoPC) e ácido graxo não esterificado oxidado (oxNEFA). LisoPC e

oxNEFA ligam-se à G2A, receptor acoplado à proteína G que é altamente expresso por

macrófagos em lesões ateroscleróticas (COJOCARU et al., 2010; FATEMI et al., 2019). 

Adicionalmente,  mediadores  pró-inflamatórios,  incluindo  o  próprio  PAF,  podem

recrutar  e  ativar  leucócitos,  prejudicar  a  depuração  de  células  mortas  e  induzir  a

apoptose, o que faz com que a PLA2 associadas a lipoproteínas, enfoque deste projeto,

tenha sido associada a várias doenças cardiovasculares e de natureza alérgica (CASTRO

FARIA  NETO et  al.,  2005;  STAFFORINI,  2008;  MACINTYRE et  al.,  2009;  ASHRAF;

NOOKALA, 2022).

Não obstante, a princípio, é esperado que a PLA2-Lp tenha algum papel protetor na

neutralização  do  estresse  oxidativo  (MCCALL et  al.,  1999;  CARLQUIST et  al.,  2007;

COJOCARU et al., 2010; FATEMI et al., 2019).

2.1.1.1.1 Interação celular e substrato
Considera-se  que  as  células  hematopoiéticas  (e  derivadas)  são  as  maiores

responsáveis  pelos  níveis  plasmáticos  de  PLA2-Lp  circulante,  e  que  diversos  outros

tecidos, como hepatócitos, células da aorta e adipócitos sejam fontes adicionais desta

enzima secretória (STAFFORINI et al., 2008; CAO et al., 1998) . 

Como citado anteriormente, a PAF-AH plasmática possui especificidade de substrato

bem  ampla,  mas  com  funcionalidade  restrita,  capaz  de  diferencialmente  reconhecer

resíduos sn-2 a serem hidrolisados. Seu rendimento varia de composto para composto,

mas  pode  ser  bastante  elevado  dependendo  do  fosfolipídeo  a  ser  catabolizado.  Em

algumas  condições,  a  PLA2-LP  pode  ainda  exercer  função  de  PLA1,  removendo  o

resíduo sn-1 de fosfolipídeos, bem como pode realizar papel de transferase, realocando

grupos acetila originados do PAF para lisofosfolipídeos com ligações éster ou éter, como

consta na atualização de Kono e Arai (2019). 

Dito isto, a relação da PLA2-Lp com os diversos tipos de substratos ainda não foi

completamente esclarecida, sendo que o seu acoplamento com lipídeos oxidados pode
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ocorrer tanto na fase membranar, quanto na fase diluída, embebida em plasma (KONO;

ARAI, 2019).

Dentre  outras  razões,  tal  amplitude  de  atuação  infere  que  possa  desempenhar

formação de uma variedade de metabólitos extracelulares capazes de gerar necrose e

barreiras endoteliais, dentre outras cascatas oxidativas (e.g espécies peroxidadas). No

entanto, estudos  in vitro mostram a sua preferência por fosfolipídeos e fosfatidilcolinas

bastante oxidados (ANDROULAKIS et al., 2005), dado que sua especificidade pode estar

relacionada à conformidade de fosfolipídeos na membrana plasmática das células em que

atua (CAO et al., 2011).

2.1.1.1.1.1. Controle alostérico e lipoproteínas
A PLA2-Lp possui maior afinidade por frações de LDL de baixíssima densidade ou

eletronegatividade e por frações de lipoproteínas-1 muito densas (VHDL-1), mas pode ser

transportada por outros tipos de lipoproteínas séricas a depender de fatores eletrostáticos

(SRINIVASAN et al., 2010). Extraordinariamente, a enzima possui a capacidade de migrar

de frações LDL para as de HDL (STAFFORINI et al., 2000), o que pode representar uma

funcionalidade  alternada,  capaz  de  gerar  efeitos  opostos  no  que  diz  respeito  ao

metabolismo lipídico e à preservação de tecidos, como os de endotélio.

A parte estrutural da PLA2-Lp que confere a ligação às lipoproteínas em humanos

foi identificada como a interface gerada por duas pequenas alfa-hélices da proteína (CAO

et al.,  2011) correspondentes aos resíduos: Tyr205, Trp115, Leu116 e Met117. Todos

eles  partem  do  nitrogênio  terminal  de  alfa-hélice.  Já  outros  resíduos  coadjuvantes

remontam  ao  carbono  terminal  de  alfa-hélice  (His367  até  Lys370).  Estes  resíduos

costumam variar bastante o grau de conservação, como visto em nosso modelo de Danio

rerio (Figura 12). Além do mais, fatores como a polaridade de aminoácidos constituintes

carregados e eventos de glicosilação enzimática, devem influenciar bastante a interface

de ligação. 

A maior afinidade por resíduos LDL de baixíssima densidade e lipoproteínas do tipo

A devem-se por dedução à apolipoproteina B100, presente em LDL. Essa proposição

trata da PLA2-Lp como uma enzima com funcionalidade bastante atrelada ao pH do meio

extracelular  (aproximadamente 7,4).  A modelagem desta enzima,  portanto,  deve levar

bastante em consideração as interações eletrostáticas com ligantes.
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Em geral esta enzima possui atividade dependente das concentrações de colesterol

nas  membranas  e  seu  controle  de  recrutamento  depende  dos  tipos  de  fosfolipídeos

oxidados presentes em LDL ou HDL, evidenciando um tipo próprio de controle alostérico

(PANDE et al., 2011; MOUCHLIS et al., 2022).

Mesmo  assim,  são  muitas  as  variáveis  que  influenciam  o  tipo  de  atividade

predominante  da  PLA2-Lp,  dentre  elas  o  tempo  metabólico,  a  composição  das

membranas  celulares,  a  interface  lipoproteica  com  o  substrato,  o  tipo  de  substrato

predominante no organismo e finalmente o tipo de organismo estudado. Sabe-se que a

expressividade da PLA2-Lp é espécie-específica e diferenças em suas sequências de

aminoácidos  e  conformidades  estruturais,  por  mais  que  minuciosas,  a  depender  da

porção proteica em que se dão, podem gerar modificações de bioatividade consideráveis.

Nesse  âmbito,  investigações  evolutivas  e  análises  de  homologia  entre  PLA2-Lp  nos

diversos grupos de vertebrados foram fundamentais (Figura 10).

Em  suma,  muitos  estímulos  exógenos  são  capazes  de  alterar  drasticamente  a

funcionalidade da PLA2-Lp em humanos.  Com destaque para aqueles envolvidos em

processos imunológicos, como interferons, interleucinas e fatores de estímulo leucocitário

(CAO et al., 1998). Hormônios esteroides e a presença de antígenos também alteraram a

dinâmica catalítica da PLA2-Lp.

2.2. Fisiopatologia
Dado a dificuldade de realizarem-se ensaios clínicos em humanos com tamanhas

variáveis a serem isoladas, uma boa parcela dos estudos que utilizam essa abordagem

associada a inibidores de PLA2-Lp falharam em produzir resultados conclusivos, o que

deve redirecionar as pesquisas para testes em animais. Em contrapartida, alguma base

de conhecimento já foi estabelecida através de estudos com fisiopatologias específicas e

serão descritas brevemente nesta seção:

Arterosclerose

Atualmente  os  níveis  séricos  de  PLA2-Lp  são  considerados  importantes

biomarcadores cardiovasculares. As inferências causais entre esses níveis e ocorrência

de eventos cardiovasculares, porém, não foram provadas até o momento e testes com

inibidores não atingiram os objetivos esperados terapeuticos (o que será detalhado na

próxima seção). 
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Porém,  modelos  de  análise  laboratorial  de  níveis  séricos  de  PLA2-Lp  foram

propostos para acompanhamento de pacientes com algumas condições cardiovasculares

específicas,  já que a correlação entre estas doenças e a enzima foi  estabelecida em

diversos estudos (GARZA et al., 2007; STEFANO et al., 2019). Estes modelos, inclusive,

levaram a agência norte-americana Food and Drug Administration (FDA) a aprovar em

dezembro de 2014 o uso de teste PLAC®(diaDexus Inc, San Francisco, CA, USA) para a

determinação de atividade enzimática de PLA2-Lp para a prevenção de cardiopatias na

prática medicinal.

Alzheimer

A investigação sobre a interação entre a PLA2-Lp e a doença de Alzheimer parte do

pressuposto de que a especificidade da enzima com dinâmicas cardiovasculares deve

influenciar direta ou indiretamente a estrutura endotelial especializada do cérebro (BBB).

A  permeabilidade  e  integridade  desses  vasos  sanguíneos  está  casualmente

relacionada ao desenvolvimento da doença de Alzheimer e estudos epidemiológicos com

PLA2-Lp  em  humanos  e  outros  mamíferos  têm  reiterado  essa  afirmação,  como

evidenciado por Maher edwards ‐ et al. (2015) . 

Estudos recentes baseados na inibição seletiva da PLA2-Lp, no entanto geraram

resultados controversos,  sendo que ensaios de fase II  com portadores de doença de

Alzheimer  e  doença  coronariana  submetidos  a  tratamento  com  rilapadib  (outro  forte

inibidor  de  PLA2-Lp)  não  demonstraram redução  em marcadores  neurodegenerativos

plasmáticos, mas produziram efeitos positivos na cognição dos participantes.

Ao que tudo indica, ainda não é possível determinar ao certo as relações entre esta

enzima e  problemas neurodegenerativos, mas pode-se deduzir que sua inibição deva

contribuir para uma correção estrutural de capilares cerebrais em alguns casos, já que um

aumento na sua expressão possivelmente leva a maiores riscos de desenvolvimento e

piora de quadros de demência.

Cânceres

Níveis  de  PLA2-Lp  em  alguns  tecidos  tumorais  são  bastante  elevados  em

comparação a tecidos saudáveis (LEHTINEN et al., 2017). Muitos desses tumores, como

de  mama,  cólon,  pulmão,  rins  e  fígado  apresentam  maior  expressividade  do  gene

PLA2G7 quando atingem estágio invasivo e de metástase.
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A dinâmica patogênica oncológica da PLA2-Lp é ainda bastante nebulosa, gerando

evidências de papéis de atuação completamente opostos. Essa visão reitera o caráter

multifatorial da enzima tanto quanto a diversidade de microambientes dos tantos tipos de

cânceres.  Sobre  isto,  importantes  revisões  demonstraram que  a  identidade  do  efeito

tumorigênico da PLA2-Lp é definitivamente controlado pela regulação de bioatividade de

fosfolipídeos no organismo. Sendo fundamental para o avanço ou regressão de processos

tão relevantes quanto proliferação celular de tumores, invasão e metástase, apoptose e

angiogênese. 

Relações entre a atividade enzimática e macrófagos associados a tumores também

foi documentada, e a expressão do gene codificante PLA2G7 nestas células pode ser um

bom alvo de estudos ao analisar melanomas e toxicidade autoimune, por exemplo, como

mostra a relação da figura a seguir retirada de banco de dados livre:

Figura 7: Expressão do gene PLA2G7 (em RNA) em pacientes com câncer. Fonte: Sjöstedt et al. (2020).
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Em geral, o papel protumorigênico da PLA2-Lp em alguns tipos de cânceres (como

no caso do câncer de próstata) são alvos em potencial para alternativas terapêuticas, mas

sua inibição pode ter efeitos inesperados, uma vez que a atividade da enzima também

parece exercer função protetora em muitos casos.

Esquizofrenia 

Recentemente duas hipóteses ganharam notoriedade ao tentar explicar a origem da

esquizofrenia. As hipóteses podem estar interligadas e ambas envolvem o metabolismo

de lipídios oxidados, e portanto as vias enzimáticas da PLA2-Lp (LIU et al., 2022): 

A primeira hipótese estabelece uma relação causal entre um sistema de enzimas

lipolíticas  e  lipogênicas  falho  e  a  deficiência  na  produção  de  prostaglandinas

(consideradas também mediadores de transmissão de sinapses). E a segunda aponta a

degradação  excessiva  de  glicerofosfolipídeos  ou  mudanças  nas  composições  de

glicerofosfolipídeos de membrana como precursoras da doença.

Diabetes

 A modulação de PLA2-Lp pela insulina precisa ser melhor investigada antes de ser

mapeado  um  modelo  consistente  de  interação  e  efeito  terapêutico  para  indivíduos

portadores de diabetes. No entanto, alguns estudos mostram que a atividade de PLA2-Lp

pode ser um bom biomarcador para síndromes metabólicas em pacientes com diabetes

tipo II (NOTO et al., 2006).

2.2.1. Inibidores e terapias
Embora a PAF-AH ou PLA2-Lp seja esteja relacionada a uma resposta fisiológica ao

estresse  oxidativo,  estranhamnte  componentes  como  metais  pesados  e  radicais  de

oxigênio (e.g Peroxinitrito) foram identificados como inibidores da PLA2-Lp, enquanto que

algumas destas moléculas são inclusive capazes de impedir a sua ligação com o LDL,

mecanismo  que  pôde  ser  abordado  primariamente  através  de  dinâmica  molecular

baseada em modelagens in silico (GURUNG et al., 2018).

Basicamente três inibidores sintéticos da PLA2-Lp foram desenvolvidos nas últimas

décadas e progrediram para pesquisa clínica. Com destaque para o composto sintético

darapladib  que  chegou  à  fase  III  em  ensaios  clínicos,  mas  não  obteve  sucesso  na

redução de eventos  cardiovasculares  em pacientes  com síndrome coronariana aguda

(CAMPOS et al., 2014). O darapladib (desenvolvido pela GSK) pode ser encontrado na

plataforma do  PUBCHEM com a  segunte  fórmula  molecular:  C36H38F4N4O2S.  Para
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melhor apreciação das interações deste composto com a PAF-AH humana, foi feita uma

simulação redocking que gerou as interações a seguir:

Figura 8: Diagrama de interações do  redocking  entre PAF-AH humana (resíduos coloridos) e Darapladib
(composto estrutural).

Dentre os principais proponentes das pesquisas farmacológicas temos: análogos de

PAF, derivados de pirimidona (como o darapladib), compostos do tipo biaril (dois aneis

aromáticos estruturais), lactama (com amida cíclica), sulfonamida (amidas derivadas de

ácidos sulfônicos), entre outros.
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2.3. Metabolismo de lipídios em peixes e ser humano
A absorção lipídica em peixes é, de maneira geral, bastante similar à dos mamíferos,

sendo  que  ácidos  graxos  poliinsaturados  costumam  ser  mais  bem  aproveitados

energeticamente quando comparados com os saturados e monoinsaturados. Em trutas,

Oncorhynchus  mykiss,  por  exemplo,  o  transporte  de  triacilglicerídeos  e  fosfolipídeos

depende  majoritariamente  do  LDL  e  HDL  circulantes  (BLANCHET  et  al.,  2005),

lipoproteínas que, como visto, são as maiores formadoras de complexos com PLA2-Lp em

humanos. 

Na piscicultura e na natureza, considera-se que a biodisponibilidade de energia aos

peixes  está  diretamente  associada  à  qualidade  desses  lipídeos  na  dieta  e  nas

modificações oxidativas às quais são submetidas. Desta forma, é facilmente reconhecível

que a constituição de lipídios em peixes afeta as cadeias tróficas de maneira singular,

relacionando-se intimamente à qualidade do consumo de carne de peixe pela população

humana, principalmente aquelas que fazem da pesca sua subsistência.

Peixes, como os demais animais, dentre eles o homem, são incapazes de produzir

endogenamente  famílias  ômega-9,  ômega-6  e  ômega-3.  A  biossíntese  desses  ácidos

graxos  só  é  possível  através  de  ingestão  de  ácidos  oleico,  linoleico  e  alfa-linolênico

essenciais e sua conversão e acumulação tecidual deve ser mediada por uma série de

enzimas envolvidas no controle lipídico. 

No que diz respeito a esse tema, contudo, poucos avanços foram reconhecidos. Boa

parte da literatura voltada à nutrição e manejo de peixes (principalmente amazônicos),

como em Silva (2017),  sugere a ampliação de investigações enzimáticas que possam

potencializar os benefícios já observados induzidos pela ingestão e biossíntese de ácidos

graxos poliinsaturados (PUFAs). 

Com  destaque,  ácidos  graxos  ômega-3  previnem  doenças  justamente  por

competirem na mesma via enzimática que o ácido araquidônico,  levando a respostas

imunológicas menos agressivas e de potencial inflamatório menor. Essa via de atuação

relaciona-se com a redução de mediadores inflamatórios lipídicos, dentre eles o PAF que

é o principal  substrato da PLA2-Lp e a lisofosfatidilcolina (lisoPC),  produto da reação

catalisada por ela.
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2.4. Ciclo de Lands e peroxidação lipídica

O estresse oxidativo está intimamente ligado a produção de espécies reativas de

oxigênio e é universalmente reconhecido como um ponto chave para a origem de várias

patologias e doenças cronicas que têm a inflamação como plano de fundo (MCGARRY et

al., 2018). 

Consequência  direta  do  aumento  da  produção de  espécies  reativas  de  oxigênio

(ROS),  quando  superada  a  capacidade  antioxidante  total,  é  a  oxidação  de  lipídeos,

principalmente os poliinsaturados (PUFAs) que estão presentes também nas membranas

celulares. Outro efeito principal das EROs é a peroxidação lipídica, que ocorre quando os

fosfolipídios da membrana são postos em contato com um agente oxidante das EROs. Na

reação resultante deste encontro,  o radical  livre oxida uma cadeia lipídica insaturada,

levando  à  formação  de  um  lipídio  hidroperoxidado  e  um  radical  alquila.  Essa

lipoperoxidação resulta em alterações da estrutura da membrana, afetando sua fluidez e

prejudicando sua integridade (JUAN et al., 2022).

As  membranas  biológicas  são  remodeladas  constantemente  via  ciclo  de  Lands

(Figura 1), a Fosfolipase A2 (cPLA2) remove ácidos graxos poli-insaturado da posição sn-

2, que resulta na formação PAF e Ácido Araquidônico (AA) e a velocidade deste ciclo e da

cPLA2 pode ser incrementada por espécies reativas de oxigênio e pelo estresse oxidativo,

levando a um aumento da produção deste ácido e eicosanoides, dentre mediadores pró

inflamatórios  diversos  (WU  et  al.,  2016  e  ADEBIYI  et  al.,  2019).  Nesta  via  a

lisofosfatidilcolina, é acetilada por uma acetil-transferase (Liso-PAFAT) para formar PAF

(KONO; ARAI, 2019).

Os ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs) nos fosfolípidos são bioativos e passam

pelo "ciclo de desacilação-reacilação", também conhecido como o "ciclo Lands”. Este ciclo

permite  que  os  PUFAs  sejam liberados  dos  fosfolipídios  através  das  fosfolipases  A2

(PLA2s)  e  posteriormente  retornem  aos  fosfolipídios  de  membrana  através  das

lisofosfolipídios-aciltransferases:
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Figura 9: Cliclo de Lands esquematizado. Fonte: Hishikawa et al. (2008).

Mudanças nestes  fosfolipídeos decorrentes  da exposição a  espécies  reativas  de

oxigênio  perturbam  o  ciclo,  causando  aumento  da  atividade  das  fosfolipases  A2,

saturação e oxidação de PUFAs. Em consequência do aumento da atividade hidrolítica da

cPLA2 nos fosfolipídeos,  há maior  produção de PUFAs e PAF (ASHRAF; NOOKALA,

2022). Portanto, a exposição a agentes pró-oxidantes também deve causar alteração da

atividade da PLA2-Lp.

2.5. Meio ambiente e contaminantes
O crescimento da atividade industrial, falta de saneamento, explosão demográfica e

os avanços tecnológicos associados ao aumento na geração de produtos químicos, como

fertilizantes,  inseticidas  e  herbicidas,  têm  levado  a  uma  expansão  dos  compostos

xenobióticos no ecossistema aquático (JESUS; CARVALHO, 2008).  Muitos compostos

orgânicos e substâncias tóxicas podem se acumular nos organismos vivos, por meio de
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sua alocação em tecidos e órgãos, podendo ocorrer biomagnificação destas substâncias

ao longo da cadeia alimentar (LEMOS; TERRA, 2003). O ambiente aquático é de fato

extremamente propício à formação de espécies reativas de oxigênio (EROS), ao qual se

soma  a  presença  dos  organofosforados  e  n-nitrosaminas,  dentre  outros  compostos

nocivos  (ABELE;  VAZQUEZ-MEDINA;  ZENTENO-SAVIN,  2011;  HAWKINS;  STOREY,

2020), que implicam a necessidade de novas metodologias para avaliação do impacto

ambiental advindo deste tipo de contaminação.

2.5.1 Nitrosaminas
As N-nitrosaminas foram classificadas pela Agência Internacional de Pesquisa em

Câncer (IARC) e Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) como

compostos cancerígenos. Estes compostos podem ser gerados por vários mecanismos

envolvendo um óxido de nitrogênio e aminas secundarias em vários processos químicos e

até em processos fermentativos (PARK et al. 2015). 

O  próprio  tratamento  de  água  potável  é  a  principal  fonte  de  produção  de

nitrosaminas,  que  são  geradas  durante  a  última etapa  de  desinfecção  da  água  para

consumo,  conhecida  como  cloraminação,  onde  tanto  o  cloro,  quanto  pequenas

quantidades de amônia são adicionados à água, que então reagem juntos para formar

cloramina, um desinfetante de longa duração. O tratamento da água com a cloroamina

leva a formação NDMA (MITCH et  al.,  2003).  Além disso,  o aumento de pH eleva a

formação de nitrosaminas na água, pois favorece o aumento da forma não protonada

ativa das aminas, o que pode ser somado ao aumento da temperatura (KRASNER et al.,

2013). 

Devido a sua natureza polar,  o NDMA não é bioacumulada, em contrapartida é,

aparentemente,  um composto  de  difícil  biodegradação (CHARROIS;  HRUDEY,  2007).

Hoje em dia, as nitrosaminas, dentre elas a N-Nitrosodietilamina (NDEA) figuram entre os

mais importantes contaminantes emergentes, com grande potencial para desenvolvimento

de tumores em seres humanos (GUSHGARI; HALDEN, 2018). Sharma e Chadha (2021)

mostraram  que  as  nitrosaminas  podem  induzir  várias  alterações  bioquímicas  e

genotóxicas envolvendo a produção de espécies reativas de oxigênio.

Resumidamente, a PLA2-Lp sérica ainda não foi avaliada quanto à sua atividade

após exposição a N-nitrosaminas,  ainda que  estudos mostrem que,  indiretamente,  as

nitrosaminas presentes em tabaco aumentam a expressão da PLA2 citosólica e podem

relacionar-se com o aumento da hidrólise de fosfolipídeos (VIJAYARAJ et al., 2014). 
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2.5.2 Malathion-malaxon
Relatórios  feitos  em 2010/2011,  mostram que  o  Brasil  movimentou  quase  1000

toneladas de agrotóxicos, correspondente a mais de 20% do gasto mundial, o que torna o

nosso país o maior consumidor de agrotóxico no mundo. Quanto a isto, estima-se que

cada  habitante  no  território  nacional  tenha  sido  exposto  a  4,5  litros  de  agrotóxico

(CARNEIRO et al., 2015). Dentre os inseticidas mais utilizados na agricultura encontram-

se aqueles pertencentes às classes dos organofosforados e dos carbamatos, que estão

associados a efeitos danosos para saúde, alterando a função endócrina, o metabolismo, a

função reprodutiva e fertilidade.  In vitro, os organofosforados exercem ação tóxica pela

intensa capacidade de inibição da acetilcolinesterase (AChE), que é uma enzima crucial

no processo de recaptação e hidrólise da Acetilcolina. Além de que, no caso da forma

oxon dos  organofosforados,  podem  ligar-se  irreversivelmente  ao  Citocromo  P450,

proteína responsável  pela biotransformação de várias moléculas tóxicas que caem na

circulação do organismo.

Em  geral,  os  organofosforados  podem  ser  caracterizados  como  compostos

orgânicos  sintéticos  complexados  com  fósforo,  o  que  engloba  compostos  como  o

malathion,  parathion,  diclorvos,  dimetildiclorovinilfosfato  (DDVP)  e  tetraetilpirofosfato

(TEPP).  Estes  compostos  são  drogas  que  inibem  a  acetilcolinesterase,  enzima  que

também regula o sistema nervoso central (MELLO et al. 2021). 

No que diz respeito ao Malathion, investigações experimentais demonstraram que

este composto promove peroxidação dos lipídeos de membrana, bem como aumento nos

níveis  de  malondialdeído  (MDA)  e  outras  espécies  reativas  de  oxigênio  (EROs),

esgotamento de glutationa (GSH), diminuição das atividades das enzimas antioxidantes,

tais como superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (AKBEL et al., 2018). A inibição

da  acetilcolinesterase  ocasionada  pelo  malathion  gera  também  um  disparo  de  vias

colinérgicas, atingindo os meios muscarínicos e nicóticos, havendo uma sinalização na

proteína G e demais  proteínas,  o  que acaba por  afetar  distintos órgãos,  trazendo os

resultados de parâmetros diferenciados em marcadores biológicos (PORTO et al., 2021). 

A PLA2 associada a lipoproteínas, por sua vez, possui o mesmo motivo proteico da

acetilcolinesterase  inibida  pelo  malathion,  o  que  motiva  estudos  sobre  uma  provável

interação  com a tríade  catalítica:  Serina  –  Histidina  –  Ácido  aspártico.  Além disto,  a

avaliação dos níveis séricos e atividade enzimática de fosfolipases pode vir a ser um novo

parâmetro para considerações sobre toxicidade destes compostos.
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3. Estudos in silico

3.1. Ancoragem molecular e modelagem por homologia
A ancoragem molecular  (docking)  permite  identificar  novos  compostos  para  fins

terapêuticos,  predizer  interações  entre  alvos-ligantes  a  nível  molecular  e  delinear  a

relação  entre  estruturas  químicas  (PINZI;  RASTELLI,  2019).  Esta  técnica  in  silico

possibilita  predizer  os  efeitos  de  poluentes  emergentes  no  ambiente  aquático

considerando  a  homologia  entre  as  enzimas  de  humanos  e  de  animais  (WALKER;

MCELDOWNEY, 2013). Neste quesito, a modelagem por homologia é uma técnica capaz

de  produzir  modelos  tridimensionais  de  proteínas  baseados  em  sequências  de

aminoácidos  pré-existentes,  adequando  sua  conformação  através  de  simulações

comparativas por arranjo atômico e filogenia que são baseados em índices matemáticas

partidos  de  dados  obtidos  por  cristalografia  (SANTOS-FILHO  et  al.  2003).  Assim,  a

semelhança de atividade enzimática e o polimorfismo genético e estrutural envolvendo a

PLA2-Lp podem ser abordados através de uma análise criteriosa in silico. 

3.2. Danio rerio como modelo in silico
Os peixes são importantes animais de laboratório em todo o mundo e têm servido

como modelo na maior parte das disciplinas das ciências biomédicas. Estudos evidenciam

que a quantidade de peixes utilizados como animais modelo em pesquisas e testes é

substancial,  quando  em  comparação  as  espécies  de  mamíferos  de  laboratório

comumente  usados  (CASEBOLT  et  al.,  1998).  Entre  os  vários  modelos  de  peixes

utilizados, o que mais vem sendo empregado é o Danio rerio (Hamilton, 1822). O peixe-

zebra é um peixe teleósteo de água doce que pertence à família Cyprinidae, nativo do sul

e  sudeste  asiático,  regiões que apresentam clima tropical.  Caracteriza-se por  ser  um

modelo  animal  de  destaque  em  pesquisas  científicas,  em  todas  as  fases  de

desenvolvimento, usado para estudos sobre o potencial farmacológico de novas drogas e

na  toxicologia  de  contaminantes  ambientais,  embriologia,  biologia  do  comportamento,

entre outras (TANGUAY, 2018; CHOI et al., 2021).

Mesmo assim, ainda não possui modelo cristalizado de sua PLA2-Lp na plataforma

PDB (Protein  Data  Bank  –  https://www.rcsb.org).  A  modelagem por  homologia  desta

enzima, portanto, deve permitir melhor direcionamento para estudos futuros na área da

saúde e toxicologia.
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4. Testes in vitro 

4.1. Camundongos suíços para testes in vitro
Os  camundongos  suíços  (Mus  musculus)  são  bastante  adequados  para  testes

bioquímicos, pois têm ciclo de vida curto e possuem semelhanças fisiológicas e genéticas

com o corpo humano bastante evidentes (HARKNESS; WAGNER, 1993). Neste projeto,

camundongos foram usados para garantir o material biológico ideal (plasma) para uma

melhor avaliação enzimática da PLA2-Lp in vitro.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral
Construir um modelo estrutural da PAF-AH de Danio rerio que permita inferências

empíricas sobre os efeitos das nitrosaminas e malathion sobre a atividade da PAF-AH

plasmática  de  vertebrados  a  partir  de  metodologias  computacionais  associadas  à

bancada. 

5.1.1. Objetivos específicos
1. Modelar a PLA2-Lp de Danio rerio através de homologia molecular com base em

modelo cristalográfico de PLA2-Lp humana e realizar adequação tridimensional in

silico correspondente.

2. Executar  docking molecular para avaliar complexos entre PLA2-Lp humana  e os

substratos:  NOBA  (3-Nitrosobenzamida),  malathion,  N-Nitrosodietilamina,  N-

Nitrosodimetilamina e o inibidor sintético (darapladib).

3. Testar  a  enzima  advinda  de  plasma  de  camundongos  (Mus  musculus)

acondicionadas com nitrosaminas e malathion frente ao NOBA e verificar o impacto

obtido na atividade enzimática da PLA2-Lp.

6. CRONOGRAMA
Este  trabalho  foi  subsidiado  pelo  laboratório  de  bioquímica  e  peptídeos

(BIOMOLPEP)  do  Instituto  de  Biociências  do  Litoral  Paulista  (UNESP-CLP)  e  está

atrelado ao programa de estágio de um ano, com vigência de bolsa de iniciação científica

financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq)

sob o protocolo (6473 - 4/2022 – PIBIC).
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Tabela 1. Cronograma de atividades realizadas durante a vigência da bolsa de iniciação científica.

7.MATERIAIS E MÉTODOS

7.1. Mus musculus
Foram utilizados 5 camundongos suíços femeas (~30 g, n = 5) obtidos no  Centro

Multidisciplinar de Pesquisa Biológica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP).  Os  animais  foram  alojados  em  gaiolas  sob  condições  ambientais

controladas: temperatura constante a 25ºC, ciclo claro/escuro de 12 h, com alimento e

água disponíveis ad libitum. O experimento in vivo foi realizado de acordo com as regras

institucionais do comitê de ética da UNESP, ao qual o projeto fora submetido.

7.2. Coleta de sangue e eutanásia
A amostra de sangue foi coletada por punção da artéria caudal, usando um escalpe

de  27  g.  O  material  obtido  foi  armazenado  em  tubos  de  coleta  com  EDTA  (ácido

etilenodiaminotetracetico,  tubo  EDTA  BD  Vacutainer)  e  centrifugado  para  separar  o

plasma, que foi refrigerado antes de ser destinado às análises bioquímicas.

Após a coleta de sangue, os camundongos foram eutanasiados em câmara de CO2

como  alternativa  indolor  de  rápida  execução  em  casos  de  pequenos  roedores.  O

procedimento foi feito de acordo com as diretrizes de eutanásia da Comissão de Ética no

Uso  de  Animais  vigentes  da  instituição  (CONCEA)  em  substituição  aos  métodos

recomendáveis  que  utilizam  anestésicos,  uma  vez  que  a  avaliação  dos  materiais

biológicos  post  mortem  é  sensivel  à  administração  destas  substâncias,  que  podem

comprometer  os  resultados.  O  procedimento  foi  feito  em  câmara  vedada  e  de  fluxo

controlado para que o animal entrasse em narcose antes da parada cardio – respiratória.
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7.3. Monitoramento Enzimático – Colorimétrico para PAF AH em plasma
 Adaptandamos a  metodologia  descrita  por  Petrovic  et  al.  (2001)  para  o  ensaio

enzimático. Para isto, preparamos 50 ml de solução tampão a 2,8 g/l de Tris HCL, 0,1 g/l

de KCL e 0,5 g/l NH4OH garantindo pH de 7,6 para os testes. A alternativa de tampão

desenvolvida  foi  feita  a  fim  de  não  permitir  a  interação  com  Cálcio  iônico  externo,

formando assim, um ensaio que pudesse diferenciar a atividade da PAF-AH plasmática

(cálcio-independente) das demais PLA2. 

Para  monitorar  a  atividade  enzimática  da  PAF-AH preparamos  uma  solução  de

NOBA (3-Nitrosobenzamida)  como substrato  cromogênico convencional  para PLA2 na

concentração de 10mM em água deionizada. A preparação desta solução passou por um

ciclo de vortex (5 min) – banho ultrassônico (20 min) – vortex (2 min), que foi capaz de

homogeneizar  a  mistura.  A  solução  substrato  foi  utilizada  imediatamente  após  a

preparação, evitando ao máximo a degradação natural do NOBA.

A análise dos poços foi feita em espectrofotômetro utilizando os comprimentos de

onda de 425 e 600 nanômetros lidos pela máquina a cada 5 minutos por 85 minutos (18

leituras). Na mesma placa de 96 poços constaram (cada qual em triplicata): uma solução

controle (n = 3), quatro soluções branco (n = 12), e quatro diferentes tratamentos. Os

tratamentos consistiram em duas soluções que continham N - nitrosodietilamina a 720 μl/l

e a 1,44 ml/l (n = 6) e outras duas soluções contendo Dimethyson a 100 μg/l e a 15 mg/l

(n = 6).  No total  foram utilizados 27 poços com diferentes proporções de volume por

solução, sendo que cada poço totalizou 250 μl.

Para eliminar os erros de turbidez no cálculo de atividade enzimática de PLA2 em

função  da  absorbância  obtida  (Optical  density  -  OD)  foi  aplicada  a  seguinte  fórmula

(PETROVIC et al., 2001) com fator de correção ajustado para nossas medições:

Atividade de PLA2 [μmol . h-1 . 0,25 ml-1] = (OD425nm  /h – OD600nm/h) X  0,098275

[μmol/ OD425nm] X (1 /0,25 ml)

O fator  de  correção (0,098275)  representa  a  concentração estimada de  produto

colorimétrico  (μmols  em 250  μl)  gerado  a  partir  da  degradação  do  NOBA capaz  de

produzir uma absorbância de 1.0 (OD) a 425 nm. 
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7.4. Tratamento dos dados e análise estatísticas
A  fim  de  reduzir  erros  de  leitura  de  absorbância,  em  função  da  turbidez  e

degradação natural do substrato NOBA, foi subtraído de cada rodada (18 leituras) o valor

correspondente  à  primeira  leitura  de  atividade  enzimática  de  cada  poço.  Da  mesma

maneira, de cada média obtida para os diferentes tipos de tratamento foram subtraídos os

valores de brancos respectivos em cada leitura.

Para a produção dos dados gráficos de atividade enzimática utilizamos o software

Prism 8.0.2 e para as análises estatísticas utilizamos software RStudio (2020).  Outliers

foram excluídos da análise.

7.5. Modelagem molecular e docking
O estudo parte da determinação da sequência de aminoácidos integral da PLA2-Lp

humana, depositadas nas bases de dados PDB (Protein Data Bank - https://www.rcsb.org)

e no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Esta sequência (molde), então, foi alinhada à sequência da PAF-AH de Danio rerio

(alvo),  a  partir  de  banco  de  dados  genéticos  e  de  proteína  associado  ao  UniProt

(https://www.uniprot.org)  e  com  auxílio  do  algoritmo  BLAST®

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

A  proteína  de Danio  rerio foi  editada  com  a  remoção  artificial  dos  resíduos

intermediários: 203 a 216; 193; 194 e 157 que não possuíam correspondência com a

estrutura humana alvo (gap de 20 resíduos). A porção correspondente ao N - terminal da

proteína de Danio rerio (posição 1 a 9) também foi excluída da modelagem. Supõe-se que

o  truncamento  não  foi  relevante  para  sua  estrutura  ou  função,  considerando  que  os

resíduos excluídos estavam muito  distantes  das principais  estruturas  terciárias  e  sítio

catalítico. O refino das sequências foi garantido pelo software de alinhamento sequencial

múltiplo  Jalview  (WATERHOUSE  et  al.,  2009).  Os  modelos  tiveram  sua  validação

documentada em gráfico de Ramachandran através do site Molprobity da universidade de

medicina de Duke (http://molprobity.biochem.duke.edu/). Utilizamos a plataforma SWISS-

MODEL  (https://swissmodel.expasy.org/)  e  o  programa  Chimera  1.14  (Ucsf  Chimera,

2004) para a montagem de um modelo molecular estrutural  da proteína finalizado em

formato PDB (Figura 11). 

 O docking molecular foi utilizado para avaliar o potencial interação de xenobióticos

sobre  a  PLA2-Lp.  As  simulações  de  dinâmica  molecular  (MD)  foram realizadas  pela

plataforma  SwissDock  (http://www.swissdock.ch/)  e  Autodock  Vina  (SEELIGER;  DE
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GROOT,  2010).  Utilizamos  o  site  PubChem  (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/),  que

pertencente ao banco de dados do NCBI, para acessar as moléculas ligantes e avaliamos

suas estruturas através dos programas Molinspiration (Molinspiration Cheminformatics,

2005) em termos de semelhanças estruturais e propriedades moleculares.

 As figuras resultantes desses estudos foram construídas pelos programas: PYMOL

v2.4 (SEELIGER; DE GROOT, 2010), Chimera 1.14 (Ucsf Chimera, 2004), Modeller 10.1

(Modeller,  2021)  e  LigPlot+ 2.2.  A  plataforma  Molinspiration  (Molinspiration

Cheminformatics, 2005) também foi utilizada para melhor visualização da estrutura dos

compostos, bem como o software Discovery Studio 4.0 (Biovita Fundation, 2007).

8. RESULTADOS E DISCUSSÃO
O  papel  das  fosfolipases  no  metabolismo  lipídico  e  no  controle  de  doenças

concentrou a atenção de pesquisadores das mais variadas áreas nas últimas décadas.

Estes estudos têm provado cada vez mais o caráter pivotal da classe VII dessas enzimas

nestes processos, principalmente da PLA2-Lp ou PAF-AH, que se tornou expoente em

análises epidemiológicas e farmacológicas como mostra a revisão de Huang, Wang e

Shen (2019).

Existem detalhamentos moleculares e genéticos bastante relevantes desta enzima,

embora o banco de dados ainda precise ser atualizado com informações mais recentes

sobre seu polimorfismo (HUANG et al., 2014).

Para isto, construímos uma árvore filogenética por vizinhança sequencial da PAF-AH

de  diversos  organismos,  incluindo  o  homem,  zebrafish,  camundongo  e  animais  de

linhagens próximas, como outros primatas, roedores e osteíctes (Figura 10).
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Figura  10.  Proximidade  entre  organismos  referente  à  homologia  da  estrutura  primária  das  respectivas
enzimas (PAF-AH).

A PLA2-Lp segundo a literatura faz parte de uma rede de interações bastante ampla

e  seu  caráter  bioquímico  singular  impede  uma  abordagem simplista,  ou  estritamente

clínica. Esta visão pode ser reiterada quando numerosos ensaios e testes in vivo tentaram

reproduzir  resultados  obtidos  em  análises  laboratoriais  sem  muito  sucesso  (HUANG,

WANG e SHEN, 2019).

Atualmente  acredita-se  que  a  atividade  enzimática  da  PLA2-Lp  deva  ser

compreendida através de dois aspectos,  talvez igualmente relevantes:  a interface das

lipoproteínas com o substrato e o sítio catalítico da enzima. Uma vez que a PLA2-Lp é

reconhecida majoritariamente em complexos com HDL e LDL e os níveis de colesterol e a

qualidade do perfil  lipídico do organismo estudado também são definitivos para a sua

compreensão (STAFFORINI, 2008).

A  fim  de  investigar  estas  propriedades  de  acordo  com  a  estrutura  da  enzima

produzimos também um modelo estrutural  da PAF-AH plasmática de  Danio rerio  com

modelagem  por  homologia  que  foi  bastante  consistente  com  as  principais  métricas

utilizadas na área (GA341 = 1,00 e zDOPE = -1,60) e que refletiram em valores ideais

para torções angulares dos resíduos de aminoácidos (Psi e Phi). Sendo que 97% deles

ocuparam  regiões  favoráveis  no  gráfico  de  Ramachandran  (Gráfico  1).  A  estrutura
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truncada da PAF-AH de Danio rerio (372aa) e seus resíduos mais importantes podem ser

observados em licorice e cartoon no programa Pymol (figura 11).

Complementarmente, o sítio ativo da PAF-AH de  Danio rerio aparece sobreposto

pelo sítio ativo da proteína humana molde, representando uma correspondência quase

perfeita  (RMSD  =  0.061)  e  identidade  de  100%  (Figura  12).  Estas  informações  são

essenciais  para  distinguir  resíduos  consensuais  (em  negrito)  quando  comparamos  a

estrutura obtida com o cristal da PAF-AH humana.

Figura 11. Orientação da PAF-AH de  Danio rerio em membrana. Tríade catalítica (vermelho) –  Ser216;
Asp239; His94 - Resto do sítio ativo (ciano) – Phe55; Leu98; Tyr105; His215; Phe217; Trp241; Phe265;
Gln295 -  Interface  membranar  (amarelo)  –  Asn58;  Arg59;  Ala60;  Leu61;  Ser62;  Ile65;  Tyr68;
Leu69;Trp307;  Ile308;  Leu 311;  Met312.  Resíduos em consenso com a  PAF-AH humana foram aqui
destacados em negrito.
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Figura 12. PAF-AH Danio rerio e seus principais resíduos (azul) sobrepostos aos resíduos nomeados da
PAF-AH humana (amarelo) correspondentes. 

    Gráfico 1. Ramachandran geral para PAF-AH de Danio rerio.
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Em se  tratando  dos  compostos  interativos  com a  PAF-AH foram desenvolvidos

diversos fármacos na tentativa de criar mecanismos de inibição da PLA2-Lp e o sucesso

destes principais compostos é questionável (CAMPOS et al., 2014). Ainda há bastante

oportunidade  para  a  descoberta  de  drogas,  naturais  ou  não,  que  sejam capazes  de

conferir  reais  soluções  aos  mais  variáveis  distúrbios  infamatórios,  imunológicos  e

cardiovasculares associados à enzima, mesmo que este objetivo exija a incorporação de

novos métodos, como a modelagem in silico (WALKER et al, 2013).

Não obstante, a PLA2-Lp é uma enzima bastante sensível a interferências exógenas

e ao equilíbrio natural do organismo, deixando clara a relação entre o perfil lipídico dos

animais, estresse oxidativo, nutrição e sua atividade metabólica. Assim, compreende-se

que  estas  características  devem  ser  exploradas  em  função  de  suas  interações  com

xenobióticos diversos de interesse para a ecotoxicologia (MITCH et al., 2003; MELLO et

al., 2021), para qual o zebrafish é um modelo experimental de renome (CHOI et al., 2021).

Nesta direção os nossos estudos  in silico mostram interações consistentes entre

dois xenobióticos investigados (NDEA e malathion) e o sítio ativo da PAF-AH humana,

com evidências teóricas de que são capazes de comprometer sua atividade (Figura 13 e

14). 

Figura 13. Melhor posição para NDEA. Diagrama de hidrofobicidade (esquerda) e detalhes das interações
com NDEA (direita). Linhas vermelhas representam ligações desfavoráveis e roxas pontes de hidrogênio.

41



Figura  14.  Melhor  posição  para  malathion.  Diagrama  de  hidrofobicidade  (esquerda)  e  detalhes  das
interações com malathion (direita). Linhas vermelhas representam ligações desfavoráveis e roxas pontes de
hidrogênio.

Figura  15.  Diagrama LigPlot+ dos  xenobióticos  com a  PAF-AH humana.  Detalhes  das  interações  com
malathion (esquerda)  e NDEA (direita).  Os compostos foram representados em roxo,  os resíduos com
pontes de hidrogênio (verde pontilhado) em marrom e as interações hidrofóbicas são representadas pelas
coroas vermelhas.

É possível notar que a conformação estrutural de ligação do composto malathion é

bastante condizente com a observada em cristais da proteína em ligação com outros

organofosforados bioativos, como o Paraoxon. Assim, nossos resultados aproximam-se

da  ligação  covalente  por  intermediário  tetraédrico  teorizada  por  Samanta  e Bahnson

(2008), onde o oxigênio da cadeia lateral da serina catalítica é responsável pelo ataque

nucleofílico  (Figura 15).  Portanto,  é  possível  que,  embora os resultados  in  silico  aqui

dispostos se restrinjam a interações intermoleculares, a qualidade da ligação observada

com o malathion seja de fato covalente.
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Figura 16. A: reação da SER-273 da PAF-AH humana com Paraoxon. B: primeiro passo da reação de
hidrólise de éster por ataque nucleofílico da SER-273 ao substrato natural, onde R1  representa o liso-PAF.
Há uma mimetização do intermediário tetraédrico da reação original. Fonte: Samanta e Bahnson (2008).

Adicionalmente,  as  interações  obtidas  com  os  compostos  analisados  foram

comparadas  às  interações  entre  o  substrato  natural  (NOBA)  e  inibidor  sintético

(Darapladib)  e  foram  dispostas  (Tabela  2).  Os  xenobióticos  NDEA  e  malathion

apresentaram compatibilidade com o sítio ativo da proteína, ainda que com energia livre

de ligação alta em comparação ao substrato natural. O composto NDMA não apresentou

interação consistente.
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Tabela 2. Sumário das interações entre ligantes testados e PAF-AH humana. 

Tabela 3. Sumário das interações entre os principais substratos e PAF-AH humana.

Já o teste in vitro, foi capaz de evidenciar a interferência de inibição da PAF-AH pelo

malathion quando em maior concentração 15 mg/l, mas não reproduziu o mesmo efeito

nos demais tratamentos (Gráfico 2).

Todos os dados de absorbância (OD) em função do tempo foram considerados não

paramétricos segundo teste  de homoscedasticidade (Levene)  e  normalidade (Shapiro-

Wilk)  e  foram  submetidos  ao  teste  de  Kruskal  Wallis  para  atividade  enzimática  em

proporção  à  média  de  atividade  máxima  atingida  no  controle.  Obtivemos  diferenças

significativas entre os tratamentos (p < 0,05). 
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Gráfico 2. Atividade enzimática. Valores das médias dos tratamentos em proporção à máxima atividade
atingida pelo controle (100%).

Gráfico 3. Atividade enzimática bruta em µmol de produto colorimétrico. 

Os  valores  referentes  à  atividade  enzimática  dos  tratamentos  demonstrados

resultam da diferença entre a atividade observada bruta e as médias da formação de
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produtos  colorimétricos  dos  compostos  em  meio  aquoso  e  sem  amostra  de  sangue

(respectivos brancos).

Os valores referentes à atividade enzimática do tratamento com malathion a 15mg/l

foram  corrigidos  por  conta  da  interferência  causada  pela  opacidade  causada  pelo

composto diluído. Salina corresponde ao controle positivo e o controle negativo 

O tratamento com NDEA na concentração de  720 μl/l foi excluído dos resultados,

pois sofreu interferência (formação de bolhas), o que comprometeu o ensaio enzimático.

9. CONCLUSÃO
Compreender a funcionalidade da PLA2-Lp como um todo deve conferir bases para

avanços  no  tratamento  e  prevenção  de  doenças,  como  Alzheimer,  aterosclerose  e

cânceres, ao mesmo tempo que cria espaço para aprimoramentos em técnicas de manejo

e de preservação ambiental.

Esta  complexidade,  poderá  ser  adequadamente  contemplada  com  experimentos

futuros  mais  robustos  que  levem  em  consideração  não  só  a  flutuação  da  PLA2-Lp,

frequentemente associada à flutuação de LDL, mas principalmente a relação de interação

entre muitos outros substratos naturais e sintéticos, desde que em face a uma análise

sistemática de detalhamento por lipidômica e imunologia. 

Neste quesito, é essencial estender a aplicabilidade dos testes científicos para uma

gama de organismos usados em laboratório com a finalidade de reduzir custos e gerar

resultados em menor prazo.

 A análise bibliográfica,  bem como os estudos complementares realizados neste

trabalho foram feitos na direção de esclarecer o leitor acerca da estrutura e função da

enzima PAF-AH plasmática, a partir da constatação da homologia estrutural teórica entre

a PAF-AH de Danio rerio e a PAF-AH humana. Os resultados apresentados permitem

deduzir  que os compostos aqui  testados são capazes de interagir  com a PAF-AH de

diversos organismos, sendo mamíferos ou peixes, como demonstra o docking molecular

realizado na proteína modelo (PAF-AH humana). 

O ensaio enzimático no entanto, corroborou com as predições teóricas apenas no

caso do tratamento com malathion a 15mg/l, em que a curva de atividade enzimática da

PAF-AH em plasma comportou-se de forma a refletir possivelmente efeitos de inibição por

competição de substratos.
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No entanto, a possibilidade de incorrer ao erro do tipo II (falso negativo) para os

outros  tratamentos  não  pode  ser  descartada,  uma  vez  que  as  outras  concentrações

utilizadas nos testes foram relativamente baixas. 

A concentração testada, no caso da NDEA é cerca de oito e quatro vezes menor do

que a utilizada em injeção intraperitonial para efeitos tóxicos agudos em roedores (0,2

mg/kg),  enquanto  que  as  concentrações  testadas  de  malathion  representam

respectivamente a concentração máxima (100 μg/l) permitida em águas pouco poluídas

(classe III) pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) e a indicada para uso

doméstico segundo fabricante do Dimethyson (15mg/l). 

Portanto, conclui-se que novas evidências capazes de estabelecer relações entre os

xenobióticos  (e  fármacos)  e  a  PAF-AH  devem  ser  direcionadas  por  ensaios  com

exposição  crônica,  a  fim  de  replicar  de  maneira  mais  aproximada  os  efeitos  de

biomagnificação destas substâncias nas cadeias tróficas, bem como a complexidade e

implicações da manutenção dos níveis e atividade de PAF-AH plasmática nos organismos

em diferentes momentos metabólicos e frente a estresse oxidativo.
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