AVA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA L
unesp

unesp wr “JULIO DE MESQUITA FILHO” &?E IB-CLP

Instituto de Biociéncias

Campus do Litoral Paulista

IGOR NICODEMO DE OLIVEIRA

PAF-AH PLASMATICA DE DANIO RERIO E SUA RELACAO COM A
PAF-AH humana: construgao de modelo estrutural para
investigacao de interagdes com nitrozaminas e malathion em

enzimas homoélogas

SAO VICENTE
10/2023



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA L
unesp

AVA
unesp.v#l#‘ “JULIO DE MESQUITA FILHO” ﬁ?ﬁ B.CLp

Instituto de Biociéncias

Campus do Litoral Paulista

IGOR NICODEMO DE OLIVEIRA

PAF-AH PLASMATICA DE DANIO RERIO E SUA RELAGAO COM A PAF-
AH humana: construcao de modelo estrutural para investigagao de

interagdes com nitrozaminas e malathion em enzimas homélogas

Trabalho de concluséo de curso apresentado
ao Instituto de Biociéncias da UNESP —
Campus do Litoral Paulista, como parte dos
requisitos para obtengao do titulo bacharel
em Ciéncias Bioldgicas, com habilitacdo

em Biologia Marinha.
Orientador(a): Marcos Hikari Toyama

Coorientador(a): Marcos Antonio de Oliveira

SAO VICENTE
10/2023



Nicodemo, Igor

N633
P PAF-AH plasmatica de Danio rerio e sua relagdo com a PAF-AH

humana: : construgdo de modelo estrutural para investigagao de
interagdes com nitrozaminas e malathion em enzimas homoélogas /
Igor Nicodemo. -- Séo Vicente, 2023

53f.:1il., tabs.

Trabalho de conclusao de curso (Bacharelado - Ciéncias Bioldgicas)
- Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Biociéncias,

S3ao Vicente

Orientador: Marcos Hikari

Coorientador: Marcos Antonio de Oliveira

1. PAF-AH. 2. zebrafish. 3. modelagem molecular. 1. Titulo.

Sistema de geragao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto
de Biociéncias, Sao Vicente. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



A minha familia e docentes que participaram da minha formacdo como homem, por me

fazerem descobrir 0 amor ao conhecimento e pela motivacao e apoio incondicionais.
Ao meu tio Francisco Carlos Stéfano pela luta por meus direitos enquanto estudante.

A minha avé paterna, Marlyse Bonagura de Oliveira, que desde cedo cuidou para

que eu pudesse ser um cidadao consciente de meu papel na natureza.
Pelas fitas videocassete de “Natureza sabe tudo”,
pelo carinho nas horas de angustia
pelas melhores refeicbes de minha vida
pelos abracos sinceros e as rezas...
Expresso imensa gratiddo a todos vocés por terem me abengoado!

DEDICO.



Agradecimentos
Agradeco as instituicbes fomentadoras (CNPgq e UNESP) que permitiram a

exequibilidade do trabalho. Os funcionarios, orientadores e amigos que me ensinaram as

técnicas e garantiram a boa convivéncia no ambiente académico.

Em especial agradegco ao auxilio fundamental prestado por Airam Roggero e
Caroline Ramos da Cruz Costa, que tornaram o projeto possivel. Obrigado pela amizade

e profissionalismo.



RESUMO

Nitrosaminas e malathion sdo agentes quimicos com potencial pro-oxidativo, capaz
de modificar a membrana plasmatica de células. A peroxidacdo dos fosfolipideos de
membrana relaciona-se com a ativacdo de enzimas de remodelacdo, como a fosfolipase
A2 citosdlica (cPLA2), envolvida na produgao do fator de agregacgéo plaquetaria (PAF). O
PAF é um mediador lipidico inflamatério e também o substrato principal da PAF acetil-
hidrolase (PAF-AH), responsavel pela sua neutralizagdo. A PAF-AH, portanto, € uma
enzima regulatoria, que pode ser encontrada no plasma sanguineo dos vertebrados sob a
forma de um complexo com lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta
densidade (HDL), enquanto sinbnimo de fosfolipase A2 associada a lipoproteinas (PLA2-
Lp, da familia VII). Nas ultimas duas décadas a PLA2-Lp foi alvo de grande interesse
cientifico, que revelou lacunas sobre seu papel protetor nos organismos frente ao
estresse oxidativo induzido. A que se convém, a PAF-AH possui tendéncia a preservar
sua morfologia e fungdo nos vertebrados, o que permite dedugdes experimentais a partir
de analises de modelos de peixes. Nesta dire¢do, o presente trabalho consiste em criar
um modelo in silico robusto da PLA2-Lp de Danio rerio para efetuar simulagcbes de
ancoragem molecular capazes de predizer o comportamento desta enzima frente ao
malathion e nitrosaminas. Por fim, nossos modelos in silico sdo confrontados com ensaios
enzimaticos in vitro de atividade enzimatica para PAF-AH secretéria de Mus musculus em
diferentes tratamentos, demonstrando a capacidade de ambos em inibir a agdo da PAF-

AH em determinadas circunstancias.
Palavras chaves: PAF acetilhidrolase, zebrafish, modelagem molecular.
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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-
PLAZ2, 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.
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1. INTRODUGAO

A extensa literatura trata da atividade fosfolipasica de enzimas citosodlicas e
secretorias de enzimas do tipo PLA2 (phosfolipase A2) como potencial precursora de
cascatas oxidativas em organismos vivos, geralmente culminando no aumento da
producdo de acido aracdonico. A PLA2 secretoria ligada a lipoproteinas (PLA2-Lp) ou
acetil-hidrolase do fator de agregacéao plaquetaria (PAF-AH) pertence ao grupo enzimatico
especifico VII da superfamilia PLA2 e, assim como suas variagdes, trata-se de uma
hidrolase de grupos funcionais acetila presentes na posi¢cado sn-2 de fosfolipideos. Sua
importancia metabdlica remonta todo o espectro nutricional de lipideos, desde a

assimilagao celular, até processos de catabolismo e biossintese.

Muitos estudos recentes investigam as relagdes entre as fosfolipases e disturbios do
metabolismo, obesidade, doencas cardiovasculares, hepaticas e entre as mais variadas
sindromes, como consta na revisdo recente de Huang, Wang e Shen (2019). Em via de
regra, as atividades enzimaticas da PLA2-Lp vém sendo vinculadas a geragao de
produtos metabdlicos com efeitos deletérios e inflamatérios nos mais variados tecidos do
organismo e a comunidade cientifica busca mapear tais caracteristicas e seus respectivos

proponentes moleculares.

Mesmo assim, as fungbes da PLA2-Lp no metabolismo de lipidios ainda ndo foram
completamente compreendidas e envolvem uma série de mecanismos complexos de
regulacado e translocacido desta enzima para membranas (MOUCHLIS; DENNIS, 2019).
Nesta area encontram-se lacunas experimentais e tedricas a respeito dos papéis
metabdlicos que estas enzimas desempenham, bem como as suas relacdes de interacao

com toxinas, moléculas inibidoras e biomarcadores.

Este panorama reforca a necessidade de uma abordagem multidisciplinar na
investigacao da sua estrutura e fungéo, na qual a modelagem in silico pode ser explorada

para conduzir a busca por esclarecimento cientifico.

Buscando sondar uma das fronteiras desta area de pesquisa, trago esta dissertagéao,
que associa o conhecimento adquirido sobre as PLA2-Lp nas ultimas décadas com as
perspectivas da modelagem in silico aplicada as interagdes toxicoldgicas entre esta

enzima e alguns contaminantes ambientais emergentes.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. APAF-AH ou PLA2 associada a lipoproteinas

As acetil-hidrolases do fator de ativacédo plaquetario (PAF-AH) séo fosfolipases A2
calcio-independentes presentes em complexos com LDL e HDL, que podem hidrolisar um
éster acetil na posicdo sn-2 de lipideos oxidados, dentre eles o fator de agregacao
plaquetaria  (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina, PAF). A reagdo de

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

1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina + H20

LP-PLA2 [
ou PAF-AH 1-0-alquil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina + acetato + H+

Figura 1. Reagao de catalise do PAF.

Até o presente momento e em mamiferos foram identificados quatro tipos de PAF-
AH. Um dos tipos € secretado pela célula e atua em nivel plasmatico, a PAF-AH
secretoria ou PLA2 associada a lipoproteinas (PLA2-Lp), que apresenta alta homologia
genética com a PAF-AH hepatica de tipo Il (PAF-AH2), ambas compdem o grupo VII. Os
outros dois tipos sao reconhecidas por atuar em nivel intracelular e sdo denominadas
como [PAF-AH (I) e PAF-AH (II)], ou PLA2 do grupo VIII (KONO; ARAI 2015).

A PAF-AH plasmatica é capaz de hidrolisar uma gama de fosfolipideos com acidos
graxos oxidados modificados, o que dentre outros fatores revela multifuncionalidade
adaptativa desta enzima (HUANG; WANG; SHEN, 2019). Uma caracteristica que nao é
consensual para as demais PAF-AH intracelulares (VIIl), que tendem a ser mais
especificas 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 ja 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 superfamilia da fosfolipase A2,
possuindo relativamente menos isoformas e menor peso molecular que as PLA2 calcio-
independentes (iPLA2) e PLA2 citosodlicas (cPLA2) por exemplo. Por estes motivos €

considerada uma lipase do subtipo esterase. De fato, seu modelo cristalografico a 1,5 A
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mostra uma dobra classica de lipase a/beta-hidrolase e uma triade catalitica conservada
composta por uma serina, um residuo de aspartato e um de histidina (SAMANTA;
BAHNSON, 2008).

Inicialmente, esterases e lipases sao proteinas que apresentam um enovelamento
denominado alfa/beta hidrolase que consiste em uma folha central B e embalada entre
duas camadas de a-hélices. Geralmente estas enzimas apresentam uma triade catalitica
compostos por um residuo nucleofilico (serina, aspartato ou cisteina), uma histidina, um
acido catalitico (aspartato ou glutamato), e dois ou trés residuos de glicina. Apesar de
apresentarem os mesmos enovelamentos proteicos e a mesma maquinaria catalitica
central, estas enzimas catalisam uma gama diversa de mecanismos de reagao enzimatica
e muitas podem trabalhar com varios substratos parecidos, podendo ser agrupadas
dentro do grande grupo das hidrolases (DIMTRIOU et al., 2017; BAUER; BUCHHOLZ;
PLEISS, 2019). Ao longo da evolugdo molecular, varias sequéncias de residuos de
aminoacidos foram inseridas, preservando a dobragem da hidrolase alfa/beta e mantendo
assim a estabilidade do sitio ativo de uma grande variedade de enzimas, tais como as
hidrolases de éster carboxilico (CEHs) (NARDINI; DIJKASTRA, 1999; BAUER,;
BUCHHOL; PLEISS, 2019; DENESYUK et al., 2020).

A PLA2-Lp humana tem massa de aproximadamente 45 Kilodaltons e € considerada
hidrofébica, embora possua caracteristicas bioquimicas mistas (anfipatica). A sequéncia
de aminoacidos gerada por uma das suas variantes de mRNA pode ser acessada pelo
codigo Q13093 no site Uniprot (2023) e segue:

MVPPKLHVLFCLCGCLAVVYPFDWQYINPVAHMKSSAWVNKIQVLMAAASFGQTKIPRGN
GPYSVGCTDLMFDHTNKGTFLRLYYPSQDNDRLDTLWIPNKEYFWGLSKFLGTHWLMGN
ILRLLFGSMTTPANWNSPLRPGEKYPLVVFSHGLGAFRTLYSAIGIDLASHGFIVAAVEHRD
RSASATYYFKDQSAAEIGDKSWLYLRTLKQEEETHIRNEQVRQRAKECSQALSLILDIDHG
KPVKNALDLKFDMEQLKDSIDREKIAVIGHSFGGATVIQTLSEDQRFRCGIALDAWMFPLG
DEVYSRIPQPLFFINSEYFQYPANIIKMKKCYSPDKERKMITIRGSVHQNFADFTFATGKIIG
HMLKLKGDIDSNVAIDLSNKASLAFLQKHLGLHKDFDQWDCLIEGDDENLIPGTNINTTNQ
HIMLQNSSGIEKYN

Figura 2. Sequéncia completa de 441 aminoacidos da PAF-AH humana.

A cristalografia por difragdo de raios x e testes in vitro com PLA2-Lp humana,
murinica, suina e bovina encontram uma média de massa para a enzima de 40-45 KDa e
conferem sua atividade catalitica ao sitio ativo contendo os aminoacidos Serina, Histidina

e Acido Aspartico. No caso da PLA2-Lp humana, a Ser273 esta localizada no N-terminal
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de uma alfa-hélice e no complexo caracteristico de lipases “GXSXG”. O Asp296 esta no
C-terminal de uma folha-beta e a His351 localiza-se no N-terminal de uma a-helix
(SAMANTA;BAHNSON, 2008). Esses residuos estdo alocados, como em outras lipases,
num “bolsao” hidrofébico catalitico orientado para o substrato lipidico como representado

a segquir:

Figura 3. Orientacdo da PAF-AH de Homo sapiens em membrana. Triade catalitica (vermelho) — Ser273;
Asp296; His351 - Resto do sitio ativo (ciano) — Trp298; Phe322; Phe274; Leu153; His272; Tyr160; Phe110;
GIn352 - Interface membranar (amarelo) — Thr113; His114; Trp115; Leu116; Met117; lle120; Leu123;
Leu124; lle364; lle365; 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
fungdes fisiologicas e conformacgdes estruturais. Nao obstante, a PAF-AH secretéria de
Danio rerio apresenta, segundo bancos de dados livres, homologia sequencial com mais
de 55% de identidade em residuos aminoacidos 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 simulagdées de docking e modelagem computacionais, bem

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

A sequéncia de aminoacidos da PLA2-Lp fornecida pelo centro de pesquisas
internacional em Zebra-Fish (ZIRC) para uma de suas variantes completa esta disponivel

no site Uniprot (2023) pelo cédigo Q5RHMO:

MCSVGRLVQLTLVKRVYEWSKSTSGLQFIPKKWNWFCVIAMGNSSGHNNTMTIPPGKGP
HQVGCTDLMVGHTVQGTFMRIYYPCQATEHPHLPDWVPCREYFNGLADFMKINRALSER
IFNYLFGSCKIPAAWNASFKPDGKYPVIIFSHGLGAFRTLYSAICVELASQGFIVAAVEHRDE
SSSATFYFKENAEPGTKRHMSSDISKPVSDNLEEVWMYYRPLKTGENEFPLRNKQVKQR
ADECIRALDILFDIHSGKSVENVLQSNFDLSTMENSMDLCRIAVMGHSFGGATVIECLCKE
VRFKCGVALDTWMFPLDEEIFPGVKQPIFFINSEKFQWIGNIIRMKKLDSAIFPRKMITIKGT
VHQSFPDFTFLTGNWIGRLMKLKGEIDPHIALDLCNKATLAFLQRHLSLNRDFNQWDPLIE
GKDDNLIPGTNITIPHSSI

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

A sequéncia de aminoacidos da PLA2-Lp de Mus musculus esta disponivel no site

Uniprot (2023) pelo cédigo Q60963:

MVPLKLQALFCLLCCLPWVHPFHWQDTSSFDFRPSVMFHKLQSVMSAAGSGHSKIPKG
NGSYPVGCTDLMFGYGNESVFVRLYYPAQDQGRLDTVWIPNKEYFLGLSIFLGTPSIVGNI
LHLLYGSLTTPASWNSPLRTGEKYPLIVFSHGLGAFRTIYSAIGIGLASNGFIVATVEHRDRS
ASATYFFEDQVAAKVENRSWLYLRKVKQEESESVRKEQVQQRAIECSRALSAILDIEHGD
PKENVLGSAFDMKQLKDAIDETKIALMGHSFGGATVLQALSEDQRFRCGVALDPWMYPV
NEELYSRTLQPLLFINSAKFQTPKDIAKMKKFYQPDKERKMITIKGSVHQNFDDFTFVTGKII
GNKLTLKGEIDSRVAIDLTNKASMAFLQKHLGLQKDFDQWDPLVEGDDENLIPGSPFDAVT

QVPAQQHSPGSQTQN |
Figura 5. Variante completa de 440 aminoéacidos da PAF-AH de Mus musculus.

Todas as proteinas utilizadas para testes neste estudo, portanto, sdo pertencentes
ao grupo VIl - extracelular, possuem massa correspondente (45 a 50 Kilodaltons) e uma

alta similaridade sequencial.

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

exons e o polimorfismo deste gene implica distintas modificagdes na atividade enzimatica.
A relacdo gendmica com a expressao e atividade da PLA2-Lp foi abordada no passado
por numerosos ensaios associando fungdo, polimorfismo e consequéncias clinicas

(majoritariamente  atreladas a doengas cardio-cerebro-vasculares), que foram
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sumarizadas por Stafforini (2009), sendo que em diversas doengas o aumento da
expressao deste gene pbdde ser constatada, bem como algumas correlagdes associadas

ao tipo de polimorfismo caracteristico (isoformas).

No que diz respeito as influéncias destas alteragbes genéticas na protedmica,
estima-se que sejam capazes de explicar de 37% a 62% das variacdes de atividade
observadas na PLA2-Lp na populacado (LENZINI et al., 2009; RAHMAN et al., 2011).

Porém, devido a contraditoriedade destes e outros resultados em estudos de larga
escala, a implicagdo clinica do polimorfismo na atividade da PLA2-Lp estd sendo
confrontada com estudos genéticos mais especificos, enquanto uma nova perspectiva
sobre controle genético ainda esta por vir (HUANG; WANG; SHEN, 2019) .

Ainda assim, notoriamente a expressao do mRNA correspondente a esta enzima foi
observada como relativamente elevada em tecidos com presenca contundente de
macrofagos. Atualmente a transcricdo do PLA2G7 foi evidenciada como intimamente
dependente de fatores de transcricdo da familia Sp sendo que estdo submetidos a um
controle bastante refinado (WU et al. 2003).

2.1.1.1 Funcoes fisiolégicas da PAF-AH
O Fator Ativador de Plaquetas (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina) € um

mediador lipidico de inflamagcdo que se sinaliza através de um receptor celular
transmembrana associado a proteina G (PAFR), que é expresso nas membranas
plasmaticas e nucleares de diversos tipos celulares (SHUKLA, 1992). O PAF é um fator
crucial para varios processos inflamatorios, incluindo modulagdo plastica de células
envolvidas no processo de defesa. Além disto, a PAF-AH inativa o PAF e fosfolipideos

semelhantes, controlando suas agdes.

O PAF pode ser produzido por meio de dois eventos celulares distintos que
envolvem a remodelagado de fosfolipideos de membrana e sintese de novo da PAF. Na
primeira etapa os fosfolipideos ricos em colinas (fosfatidilcolina) s&o hidrolisados na
posicao sn-2, liberando o acido araquidénico (AA) e o lisofosfolipideo (LPC), pela agao da
PLA2 citosdlica. Esta reagao € favorecida frente a estresse oxidativo, que leva a
peroxidacao lipidica durante eventos como processos inflamatoérios (TRAVERS, 2020;
TRAVERS et al., 2021; ASHRAF; NOOKALA, 2022). O acido araquidonico 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, entdo, o PAF. Ja a via alternativa de
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sintese do PAF ou via de novo, envolve varias outras etapas bioquimicas decorrentes da
manutengdo da homeostase (SNYDER, 1989; TSELEPIS et al., 2002; SUN et al., 2014;
SATO; TAKETOMI, 2016; ASHAF; NOOKALA, 2022). O esquema a seguir resume estas

reacoes:

REMODELING PATHWAY DEGRADATION PATHWAY

I-alkyl-2- acyl-sn-glycerc: 3 phosphuchclme

phospholipase Az : : acyl-transferase

I-alkyl-2-lyso-sn Hlycem -3- thsphnchnlrne
yso-PA

acetyl-Cof and
lyso-PAF acetyltransferase PAF-acetyl hydrolase

dephosphorylated by
a phosphohydrolase

1-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphate

choline-P

acetylated by an
acetyl-transferase

I-alkyl-2-lyso-sn-glycero-3-phosphate

[ intermediate membrane phospholipid }

DE MOVO PATHWAY

Figura 6. Biossintese e degradagédo do PAF. Fonte: LIU et al. (2016).

Assim, uma das primeiras atividades desempenhadas pela PLA2 associada a
Lipoproteinas seria neutralizar o excedente patologico de PAF, comportando uma de suas
fungdes regulatorias e que pode, por meio de estimulos fisiopatoldgicos, refletir flutuagdes
em suas concentragdes. Como peixes sdo animais extremamente susceptiveis as
condi¢cdes da agua, xenobidticos pro-oxidantes tém o potencial de causar mudancgas nas
vias metabdlicas de lipideos e por conseguinte gerar alteragdo na expressao 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 lipoproteinas. Em mamiferos,

incluindo o homem, esta por¢gdo de enzimas esta associada majoritariamente ao
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subconjunto de particulas de LDL, que podem ter sua proporgéo afetada como resultado

do curso de doencas metabdlicas ou processos inflamatdrios.

Por outro lado, esta ultima atividade benéfica também é responsavel na patogénese
da aterosclerose, ja que a neutralizagdo do PAF gera dois mediadores pro-inflamatoérios:
lisofosfatidilcolina (lisoPC) e acido graxo nao esterificado oxidado (oxNEFA). LisoPC e
oxNEFA ligam-se a G2A, receptor acoplado a proteina G que é altamente expresso por
macrofagos em lesdes aterosclerdticas (COJOCARU et al., 2010; FATEMI et al., 2019).

Adicionalmente, mediadores pro-inflamatérios, incluindo o préprio PAF, podem
recrutar e ativar leucécitos, prejudicar a depuragcdo de células mortas e induzir a
apoptose, o que faz com que a PLA2 associadas a lipoproteinas, enfoque deste projeto,
tenha sido associada a varias doencgas cardiovasculares e de natureza alérgica (CASTRO
FARIA NETO et al.,, 2005; STAFFORINI, 2008; MACINTYRE et al., 2009; ASHRAF;
NOOKALA, 2022).

N&o obstante, a principio, é esperado que a PLA2-Lp tenha algum papel protetor na
neutralizacdo do estresse oxidativo (MCCALL et al., 1999; CARLQUIST et al., 2007;
COJOCARU et al., 2010; FATEMI et al., 2019).

2.1.1.1.1 Interacgao celular e substrato
Considera-se que as células hematopoiéticas (e derivadas) sdo as maiores

responsaveis pelos niveis plasmaticos de PLA2-Lp circulante, e que diversos outros
tecidos, como hepatdécitos, células da aorta e adipdcitos sejam fontes adicionais desta
enzima secretoria (STAFFORINI et al., 2008; CAO et al., 1998) .

Como citado anteriormente, a PAF-AH plasmatica possui especificidade de substrato
bem ampla, mas com funcionalidade restrita, capaz de diferencialmente reconhecer
residuos sn-2 a serem hidrolisados. Seu rendimento varia de composto para composto,
mas pode ser bastante elevado dependendo do fosfolipideo a ser catabolizado. Em
algumas condigbes, a PLA2-LP pode ainda exercer funcdo de PLA1, removendo o
residuo sn-1 de fosfolipideos, bem como pode realizar papel de transferase, realocando
grupos acetila originados do PAF para lisofosfolipideos com ligacbes éster ou éter, como

consta na atualizacdo de Kono e Arai (2019).

Dito isto, a relacdo da PLA2-Lp com os diversos tipos de substratos ainda n&o foi

completamente esclarecida, sendo que o seu acoplamento com lipideos oxidados pode
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ocorrer tanto na fase membranar, quanto na fase diluida, embebida em plasma (KONO;
ARAI, 2019).

Dentre outras razdes, tal amplitude de atuacido infere que possa desempenhar
formagdo de uma variedade de metabdlitos extracelulares capazes de gerar necrose e
barreiras endoteliais, dentre outras cascatas oxidativas (e.g espécies peroxidadas). No
entanto, estudos in vitro mostram a sua preferéncia por fosfolipideos e fosfatidilcolinas
bastante oxidados (ANDROULAKIS et al., 2005), dado que sua especificidade pode estar
relacionada a conformidade de fosfolipideos na membrana plasmatica das células em que
atua (CAO et al., 2011).

2.1.1.1.1.1. Controle alostérico e lipoproteinas
A PLA2-Lp possui maior afinidade por fragdes de LDL de baixissima densidade ou

eletronegatividade e por fragdes de lipoproteinas-1 muito densas (VHDL-1), mas pode ser
transportada por outros tipos de lipoproteinas séricas a depender de fatores eletrostaticos
(SRINIVASAN et al., 2010). Extraordinariamente, a enzima possui a capacidade de migrar
de fragdes 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 lipidico e a preservagao de tecidos, como os de endotélio.

A parte estrutural da PLA2-Lp que confere a ligagdo as lipoproteinas em humanos
foi identificada como a interface gerada por duas pequenas alfa-hélices da proteina (CAO
et al.,, 2011) correspondentes aos residuos: Tyr205, Trp115, Leu116 e Met117. Todos
eles partem do nitrogénio terminal de alfa-hélice. Ja outros residuos coadjuvantes
remontam ao carbono terminal de alfa-hélice (His367 até Lys370). Estes residuos
costumam variar bastante o grau de conservacao, como visto em nosso modelo de Danio
rerio (Figura 12). Além do mais, fatores como a polaridade de aminoacidos constituintes
carregados e eventos de glicosilacdo enzimatica, devem influenciar bastante a interface
de ligagao.

A maior afinidade por residuos LDL de baixissima densidade e lipoproteinas do tipo
A devem-se por deducao a apolipoproteina B100, presente em LDL. Essa proposi¢ao
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 consideragéo as interagdes eletrostaticas com ligantes.
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Em geral esta enzima possui atividade dependente das concentragdes de colesterol
nas membranas e seu controle de recrutamento depende dos tipos de fosfolipideos
oxidados presentes em LDL ou HDL, evidenciando um tipo préprio de controle alostérico
(PANDE et al., 2011; MOUCHLIS et al., 2022).

Mesmo assim, sdo muitas as variaveis que influenciam o tipo de atividade
predominante da PLAZ2-Lp, dentre elas o tempo metabdlico, a composicédo 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-especifica e diferengas em suas sequéncias de
aminoacidos e conformidades estruturais, por mais que minuciosas, a depender da
porcao proteica em que se dao, podem gerar modificacbes de bioatividade consideraveis.
Nesse ambito, investigagbes evolutivas e andlises de homologia entre PLA2-Lp nos

diversos grupos de vertebrados foram fundamentais (Figura 10).

Em suma, muitos estimulos exdgenos sdo capazes de alterar drasticamente a
funcionalidade da PLA2-Lp em humanos. Com destaque para aqueles envolvidos em
processos imunoldgicos, como interferons, interleucinas e fatores de estimulo leucocitario
(CAO et al., 1998). Horménios esteroides e a presenca de antigenos também alteraram a

dinamica catalitica da PLA2-Lp.

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

variaveis 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 ja foi estabelecida através de estudos com fisiopatologias especificas e

seréo descritas brevemente nesta segéo:
Arterosclerose

Atualmente os niveis séricos de PLA2-Lp sao considerados importantes
biomarcadores cardiovasculares. As inferéncias causais entre esses niveis e ocorréncia
de eventos cardiovasculares, porém, nao foram provadas até o momento e testes com
inibidores n&o atingiram os objetivos esperados terapeuticos (0 que sera detalhado na

préxima segao).
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Porém, modelos de analise laboratorial de niveis séricos de PLA2-Lp foram
propostos para acompanhamento de pacientes com algumas condigdes cardiovasculares
especificas, ja que a correlagdo entre estas doengas e a enzima foi estabelecida em
diversos estudos (GARZA et al., 2007; STEFANO et al., 2019). Estes modelos, inclusive,
levaram a agéncia 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
determinacao de atividade enzimatica de PLA2-Lp para a prevencgao de cardiopatias na

pratica medicinal.
Alzheimer

A investigagéo sobre a interagédo entre a PLA2-Lp e a doenga de Alzheimer parte do
pressuposto de que a especificidade da enzima com dinamicas cardiovasculares deve

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

A permeabilidade e integridade desses vasos sanguineos esta casualmente
relacionada ao desenvolvimento da doencga de Alzheimer e estudos epidemioldgicos com
PLA2-Lp em humanos e outros mamiferos tém reiterado essa afirmagdo, como

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

Estudos recentes baseados na inibigdo seletiva da PLA2-Lp, no entanto geraram
resultados controversos, sendo que ensaios de fase Il com portadores de doenca de
Alzheimer e doenga coronariana submetidos a tratamento com rilapadib (outro forte
inibidor de PLA2-Lp) ndo demonstraram redugdo em marcadores neurodegenerativos

plasmaticos, mas produziram efeitos positivos na cogni¢cao dos participantes.

Ao que tudo indica, ainda nao é possivel determinar ao certo as relagcdes entre esta
enzima e problemas neurodegenerativos, mas pode-se deduzir que sua inibicdo deva
contribuir para uma corregao estrutural de capilares cerebrais em alguns casos, ja que um
aumento na sua expressao possivelmente leva a maiores riscos de desenvolvimento e

piora de quadros de deméncia.
Céanceres

Niveis de PLA2-Lp em alguns tecidos tumorais sao bastante elevados em
comparacao a tecidos saudaveis (LEHTINEN et al., 2017). Muitos desses tumores, como
de mama, colon, pulméo, rins e figado apresentam maior expressividade do gene

PLA2G7 quando atingem estagio invasivo e de metastase.
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A dindmica patogénica oncoldgica da PLA2-Lp é ainda bastante nebulosa, gerando
evidéncias de papéis de atuacdo completamente opostos. Essa visao reitera o carater
multifatorial da enzima tanto quanto a diversidade de microambientes dos tantos tipos de
canceres. Sobre isto, importantes revisbes demonstraram que a identidade do efeito
tumorigénico da PLA2-Lp é definitivamente controlado pela regulagéo de bioatividade de
fosfolipideos no organismo. Sendo fundamental para o avango ou regressao de processos
tao relevantes quanto proliferagao celular de tumores, invasdo e metastase, apoptose e

angiogénese.

Relagbes entre a atividade enzimatica e macrofagos associados a tumores também
foi documentada, e a expressao do gene codificante PLA2G7 nestas células pode ser um
bom alvo de estudos ao analisar melanomas e toxicidade autoimune, por exemplo, como

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

TCGA dataset' RMNA cancer category: Cancer enhanced (prosiate cancer)
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Figura 7: Expressao do gene PLA2G7 (em RNA) em pacientes com cancer. Fonte: Sjostedt et al. (2020).
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Em geral, o papel protumorigénico da PLA2-Lp em alguns tipos de céanceres (como
no caso do cancer de prostata) sdo alvos em potencial para alternativas terapéuticas, mas
sua inibicao pode ter efeitos inesperados, uma vez que a atividade da enzima também

parece exercer fungao protetora em muitos casos.
Esquizofrenia

Recentemente duas hipéteses ganharam notoriedade ao tentar explicar a origem da
esquizofrenia. As hipoteses podem estar interligadas e ambas envolvem o metabolismo

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

A primeira hipotese estabelece uma relagdo causal entre um sistema de enzimas
lipoliticas e lipogénicas falho e a deficiéncia na produgcdo de prostaglandinas
(consideradas também mediadores de transmissao de sinapses). E a segunda aponta a
degradagdo excessiva de glicerofosfolipideos ou mudangas nas composi¢cbes de

glicerofosfolipideos de membrana como precursoras da doencga.
Diabetes

A modulagao de PLA2-Lp pela insulina precisa ser melhor investigada antes de ser
mapeado um modelo consistente de interagdo e efeito terapéutico para individuos
portadores de diabetes. No entanto, alguns estudos mostram que a atividade de PLA2-Lp
pode ser um bom biomarcador para sindromes metabdlicas em pacientes com diabetes
tipo Il (NOTO et al., 2006).

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

estresse oxidativo, estranhamnte componentes como metais pesados e radicais de
oxigénio (e.g Peroxinitrito) foram identificados como inibidores da PLA2-Lp, enquanto que
algumas destas moléculas sao inclusive capazes de impedir a sua ligagdo com o LDL,
mecanismo que pbde ser abordado primariamente através de dindmica molecular

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

Basicamente trés inibidores sintéticos da PLA2-Lp foram desenvolvidos nas ultimas
décadas e progrediram para pesquisa clinica. Com destaque para o composto sintético
darapladib que chegou a fase lll em ensaios clinicos, mas nao obteve sucesso na
reducdo de eventos cardiovasculares em pacientes com sindrome coronariana aguda
(CAMPOS et al., 2014). O darapladib (desenvolvido pela GSK) pode ser encontrado na
plataforma do PUBCHEM com a segunte férmula molecular: C36H38F4N402S. Para
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melhor apreciacdo das interagcoes deste composto com a PAF-AH humana, foi feita uma

simulagao redocking que gerou as interagdes a seguir:
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Figura 8: Diagrama de interagdes do redocking entre PAF-AH humana (residuos coloridos) e Darapladib

(composto estrutural).

Dentre os principais proponentes das pesquisas farmacoldgicas temos: analogos de

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

aromaticos estruturais), lactama (com amida ciclica), sulfonamida (amidas derivadas de

acidos sulfénicos), entre outros.
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2.3. Metabolismo de lipidios em peixes e ser humano
A absorcéo lipidica em peixes €, de maneira geral, bastante similar a dos mamiferos,

sendo que acidos graxos poliinsaturados costumam ser mais bem aproveitados
energeticamente quando comparados com os saturados e monoinsaturados. Em trutas,
Oncorhynchus mykiss, por exemplo, o transporte de triacilglicerideos e fosfolipideos
depende majoritariamente do LDL e HDL circulantes (BLANCHET et al., 2005),
lipoproteinas que, como visto, sdo as maiores formadoras de complexos com PLA2-Lp em

humanos.

Na piscicultura e na natureza, considera-se que a biodisponibilidade de energia aos
peixes esta diretamente associada a qualidade desses lipideos na dieta e nas
modificagdes oxidativas as quais sao submetidas. Desta forma, é facilmente reconhecivel
que a constituicdo de lipidios em peixes afeta as cadeias troéficas de maneira singular,
relacionando-se intimamente a qualidade do consumo de carne de peixe pela populagao

humana, principalmente aquelas que fazem da pesca sua subsisténcia.

Peixes, como os demais animais, dentre eles o homem, sao incapazes de produzir
endogenamente familias émega-9, 6mega-6 e dmega-3. A biossintese desses acidos
graxos sO € possivel através de ingestdo de acidos oleico, linoleico e alfa-linolénico
essenciais e sua conversdo e acumulacao tecidual deve ser mediada por uma série de

enzimas envolvidas no controle lipidico.

No que diz respeito a esse tema, contudo, poucos avangos foram reconhecidos. Boa
parte da literatura voltada a nutricdo e manejo de peixes (principalmente amazdnicos),
como em Silva (2017), sugere a ampliacdo de investigacbes enzimaticas que possam
potencializar os beneficios ja observados induzidos pela ingestdo e biossintese de acidos

graxos poliinsaturados (PUFAS).

Com destaque, acidos graxos Omega-3 previnem doengas justamente por
competirem na mesma via enzimatica que o acido araquidodnico, levando a respostas
imunolégicas menos agressivas e de potencial inflamatério menor. Essa via de atuacéo
relaciona-se com a redugao de mediadores inflamatdérios lipidicos, dentre eles o PAF que
€ o principal substrato da PLA2-Lp e a lisofosfatidilcolina (lisoPC), produto da reacao

catalisada por ela.
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2.4. Ciclo de Lands e peroxidacao lipidica

O estresse oxidativo esta intimamente ligado a produgdo de espécies reativas de
oxigénio e é universalmente reconhecido como um ponto chave para a origem de varias
patologias e doengas cronicas que tém a inflamagao como plano de fundo (MCGARRY et
al., 2018).

Consequéncia direta do aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), quando superada a capacidade antioxidante total, € a oxidacao de lipideos,
principalmente os poliinsaturados (PUFAs) que estdo presentes também nas membranas
celulares. Outro efeito principal das EROs é a peroxidacéo lipidica, que ocorre quando os
fosfolipidios da membrana sao postos em contato com um agente oxidante das EROs. Na
reacao resultante deste encontro, o radical livre oxida uma cadeia lipidica insaturada,
levando a formacdo de um lipidio hidroperoxidado e um radical alquila. Essa
lipoperoxidagao resulta em alteragbes da estrutura da membrana, afetando sua fluidez e
prejudicando sua integridade (JUAN et al., 2022).

As membranas biolégicas sdo remodeladas constantemente via ciclo de Lands
(Figura 1), a Fosfolipase A2 (cPLA2) remove acidos graxos poli-insaturado da posigéao sn-
2, que resulta na formacéo PAF e Acido Araquidénico (AA) e a velocidade deste ciclo e da
cPLAZ2 pode ser incrementada por espécies reativas de oxigénio e pelo estresse oxidativo,
levando a um aumento da producio deste acido e eicosanoides, dentre mediadores pro
inflamatorios diversos (WU et al., 2016 e ADEBIYI et al., 2019). Nesta via a
lisofosfatidilcolina, € acetilada por uma acetil-transferase (Liso-PAFAT) para formar PAF
(KONO; ARAI, 2019).

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) nos fosfolipidos s&o bioativos e passam
pelo "ciclo de desacilagao-reacilacao", também conhecido como o "ciclo Lands”. Este ciclo
permite que os PUFAs sejam liberados dos fosfolipidios através das fosfolipases A2
(PLA2s) e posteriormente retornem aos fosfolipidios de membrana através das

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

Mudancgas nestes fosfolipideos decorrentes da exposicao a espécies reativas de
oxigénio perturbam o ciclo, causando aumento da atividade das fosfolipases A2,
saturacao e oxidacao de PUFAs. Em consequéncia do aumento da atividade hidrolitica da
cPLA2 nos fosfolipideos, ha maior producao de PUFAs e PAF (ASHRAF; NOOKALA,
2022). Portanto, a exposi¢cao a agentes pro-oxidantes também deve causar alteragéo da
atividade da PLA2-Lp.

2.5. Meio ambiente e contaminantes
O crescimento da atividade industrial, falta de saneamento, explosdo demografica e

0s avangos tecnologicos associados ao aumento na geragao de produtos quimicos, como
fertilizantes, inseticidas e herbicidas, tém levado a uma expansao dos compostos
xenobidticos no ecossistema aquatico (JESUS; CARVALHO, 2008). Muitos compostos

organicos e substancias toxicas podem se acumular nos organismos vivos, por meio de
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sua alocacgao em tecidos e érgéos, podendo ocorrer biomagnificacdo destas substancias
ao longo da cadeia alimentar (LEMOS; TERRA, 2003). O ambiente aquatico é de fato
extremamente propicio a formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROS), ao qual se
soma a presenga 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 avaliagdo do impacto

ambiental advindo deste tipo de contaminagao.

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

Cancer (IARC) e Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) como
compostos cancerigenos. Estes compostos podem ser gerados por varios mecanismos
envolvendo um oxido de nitrogénio e aminas secundarias em varios processos quimicos e

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

O proprio tratamento de agua potavel é a principal fonte de produgéo de
nitrosaminas, que sao geradas durante a ultima etapa de desinfecgdo da agua para
consumo, conhecida como cloraminagdo, onde tanto o cloro, quanto pequenas
quantidades de amoénia sao adicionados a agua, que entdo reagem juntos para formar
cloramina, um desinfetante de longa durag&o. O tratamento da agua com a cloroamina
leva a formagdo NDMA (MITCH et al., 2003). Além disso, o aumento de pH eleva a
formagado de nitrosaminas na agua, pois favorece o aumento da forma nao protonada
ativa das aminas, o que pode ser somado ao aumento da temperatura (KRASNER et al.,
2013).

Devido a sua natureza polar, o NDMA nao é bioacumulada, em contrapartida &,
aparentemente, um composto de dificil biodegradacdo (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 varias alteragdes bioquimicas e

genotodxicas envolvendo a produgao de espécies reativas de oxigénio.

Resumidamente, a PLA2-Lp sérica ainda nao foi avaliada quanto a sua atividade
apds exposicdo a N-nitrosaminas, ainda que estudos mostrem que, indiretamente, as
nitrosaminas presentes em tabaco aumentam a expressao da PLA2 citosélica e podem

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

toneladas de agrotoxicos, correspondente a mais de 20% do gasto mundial, o que torna o
nNosso pais o maior consumidor de agrotoxico no mundo. Quanto a isto, estima-se que
cada habitante no territério nacional tenha sido exposto a 4,5 litros de agrotoxico
(CARNEIRO et al., 2015). Dentre os inseticidas mais utilizados na agricultura encontram-
se aqueles pertencentes as classes dos organofosforados e dos carbamatos, que estao
associados a efeitos danosos para saude, alterando a fungao enddcrina, o metabolismo, a
funcdo reprodutiva e fertilidade. In vitro, os organofosforados exercem agao téxica pela
intensa capacidade de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), que € uma enzima crucial
no processo de recaptacao e hidrélise da Acetilcolina. Além de que, no caso da forma
oxon dos organofosforados, podem ligar-se irreversivelmente ao Citocromo P450,
proteina responsavel pela biotransformagao de varias moléculas tdéxicas que caem na

circulagao do organismo.

Em geral, os organofosforados podem ser caracterizados como compostos
organicos sintéticos complexados com fosforo, o que engloba compostos como o
malathion, parathion, diclorvos, dimetildiclorovinilfosfato (DDVP) e tetraetilpirofosfato
(TEPP). Estes compostos sdo drogas que inibem a acetilcolinesterase, enzima que

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

No que diz respeito ao Malathion, investigacbes experimentais demonstraram que
este composto promove peroxidacao dos lipideos de membrana, bem como aumento nos
niveis de malondialdeido (MDA) e outras espécies reativas de oxigénio (EROs),
esgotamento de glutationa (GSH), diminuicdo das atividades das enzimas antioxidantes,
tais como superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (AKBEL et al., 2018). A inibicao
da acetilcolinesterase ocasionada pelo malathion gera também um disparo de vias
colinérgicas, atingindo os meios muscarinicos e nicoticos, havendo uma sinalizagédo na
proteina G e demais proteinas, o que acaba por afetar distintos 6rgaos, trazendo os

resultados de parametros diferenciados em marcadores biolégicos (PORTO et al., 2021).

A PLAZ2 associada a lipoproteinas, por sua vez, possui 0 mesmo motivo proteico da
acetilcolinesterase inibida pelo malathion, o que motiva estudos sobre uma provavel
interagdo com a triade catalitica: Serina — Histidina — Acido aspartico. Além disto, a
avaliagao dos niveis séricos e atividade enzimatica de fosfolipases pode vir a ser um novo

parametro para consideracdes 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

terapéuticos, predizer interagdes entre alvos-ligantes a nivel molecular e delinear a
relagdo entre estruturas quimicas (PINZI; RASTELLI, 2019). Esta técnica in silico
possibilita predizer os efeitos de poluentes emergentes no ambiente aquatico
considerando a homologia entre as enzimas de humanos e de animais (WALKER;
MCELDOWNEY, 2013). Neste quesito, a modelagem por homologia € uma técnica capaz
de produzir modelos tridimensionais de proteinas baseados em sequéncias de
aminoacidos pré-existentes, adequando sua conformacao através de simulagdes
comparativas por arranjo atdmico e filogenia que sao baseados em indices matematicas
partidos de dados obtidos por cristalografia (SANTOS-FILHO et al. 2003). Assim, a
semelhancga de atividade enzimatica e o polimorfismo genético e estrutural envolvendo a

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

3.2. Danio rerio como modelo in silico
Os peixes sado importantes animais de laboratério em todo o mundo e tém servido

como modelo na maior parte das disciplinas das ciéncias biomédicas. Estudos evidenciam
que a quantidade de peixes utilizados como animais modelo em pesquisas e testes é
substancial, quando em comparacdo as espécies de mamiferos de laboratério
comumente usados (CASEBOLT et al,, 1998). Entre os varios modelos de peixes
utilizados, o que mais vem sendo empregado é o Danio rerio (Hamilton, 1822). O peixe-
zebra é um peixe teleésteo de agua doce que pertence a familia Cyprinidae, nativo do sul
e sudeste asiatico, regides que apresentam clima tropical. Caracteriza-se por ser um
modelo animal de destaque em pesquisas cientificas, em todas as fases de
desenvolvimento, usado para estudos sobre o potencial farmacolégico de novas drogas e
na toxicologia de contaminantes ambientais, embriologia, biologia do comportamento,
entre outras (TANGUAY, 2018; CHOI et al., 2021).

Mesmo assim, ainda n&o 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 area da

saude e toxicologia.
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4. Testes in vitro

4.1. Camundongos suigos para testes in vitro
Os camundongos suigos (Mus musculus) sao bastante adequados para testes

bioquimicos, pois tém ciclo de vida curto e possuem semelhancas fisioldégicas e genéticas
com o corpo humano bastante evidentes (HARKNESS; WAGNER, 1993). Neste projeto,
camundongos foram usados para garantir o material biolégico ideal (plasma) para uma

melhor avaliagdo enzimatica da PLA2-Lp in vitro.

5. OBJETIVOS

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

empiricas sobre os efeitos das nitrosaminas e malathion sobre a atividade da PAF-AH
plasmatica de vertebrados a partir de metodologias computacionais associadas a

bancada.

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

modelo cristalografico de PLA2-Lp humana e realizar adequacgéo 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 enzimatica da PLAZ2-Lp.

6. CRONOGRAMA

Este trabalho foi subsidiado pelo Ilaboratério de bioquimica e peptideos
(BIOMOLPEP) do Instituto de Biociéncias do Litoral Paulista (UNESP-CLP) e esta
atrelado ao programa de estagio de um ano, com vigéncia de bolsa de iniciagcao cientifica
financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq)
sob o protocolo (6473 - 4/2022 — PIBIC).
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Tabela 1. Cronograma de atividades realizadas durante a vigéncia da bolsa de iniciagao cientifica.

Atividades/meses 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10| 11| 12
Molecular docking X | X | x| x| X XX | X | X | X
Modelagem por homologia PLA2-Lp (Danio X X | X | X | X
rerio)
Caracterizagdo enzimdtica in vitro X | X | X

Andlise bioquimica de PLA2-Lp (Mus musculus)

Manutengdo e monitoramento dos animais em X X X X X
VIvelro.
Revisdo da literatura X | X | X | X | X X | X | X | X | X
Relatorios X X

7.MATERIAIS E METODOS

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

Multidisciplinar de Pesquisa Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Os animais foram alojados em gaiolas sob condicbes ambientais
controladas: temperatura constante a 25°C, ciclo claro/escuro de 12 h, com alimento e
agua disponiveis ad libitum. O experimento in vivo foi realizado de acordo com as regras

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

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

de 27 g. O material obtido foi armazenado em tubos de coleta com EDTA (acido
etilenodiaminotetracetico, tubo EDTA BD Vacutainer) e centrifugado para separar o

plasma, que foi refrigerado antes de ser destinado as analises bioquimicas.

Apods a coleta de sangue, os camundongos foram eutanasiados em camara de CO2
como alternativa indolor de rapida execugdo em casos de pequenos roedores. O
procedimento foi feito de acordo com as diretrizes de eutanasia da Comissao de Etica no
Uso de Animais vigentes da instituicdo (CONCEA) em substituicdo aos métodos
recomendaveis que utilizam anestésicos, uma vez que a avaliacdo dos materiais
biolégicos post mortem é sensivel a administragdo destas substancias, que podem
comprometer os resultados. O procedimento foi feito em camara vedada e de fluxo

controlado para que o animal entrasse em narcose antes da parada cardio — respiratoéria.

34



7.3. Monitoramento Enzimatico — Colorimétrico para PAF AH em plasma
Adaptandamos a metodologia descrita por Petrovic et al. (2001) para o ensaio

enzimatico. Para isto, preparamos 50 ml de solugéo tampéao a 2,8 g/l de Tris HCL, 0,1 g/l
de KCL e 0,5 g/l NH4sOH garantindo pH de 7,6 para os testes. A alternativa de tampao
desenvolvida foi feita a fim de ndo permitir a interagdo com Calcio ibnico externo,
formando assim, um ensaio que pudesse diferenciar a atividade da PAF-AH plasmatica

(calcio-independente) das demais PLA2.

Para monitorar a atividade enzimatica da PAF-AH preparamos uma solugcdo de
NOBA (3-Nitrosobenzamida) como substrato cromogénico convencional para PLA2 na
concentracdo de 10mM em agua deionizada. A preparagao desta solugado passou por um
ciclo de vortex (5 min) — banho ultrassénico (20 min) — vortex (2 min), que foi capaz de
homogeneizar a mistura. A solugdo substrato foi utilizada imediatamente apds a

preparagao, evitando ao maximo a degradacao natural do NOBA.

A analise dos pocos foi feita em espectrofotdmetro utilizando os comprimentos de
onda de 425 e 600 nandbmetros lidos pela maquina a cada 5 minutos por 85 minutos (18
leituras). Na mesma placa de 96 pocos constaram (cada qual em ftriplicata): uma solugao
controle (n = 3), quatro solugdes branco (n = 12), e quatro diferentes tratamentos. Os
tratamentos consistiram em duas solugdes que continham N - nitrosodietilamina a 720 ul/I
e a 1,44 ml/l (n = 6) e outras duas solugdes contendo Dimethyson a 100 ug/l e a 15 mg/l
(n = 6). No total foram utilizados 27 pogos com diferentes proporgdes de volume por
solucédo, sendo que cada poco totalizou 250 pl.

Para eliminar os erros de turbidez no calculo de atividade enzimatica de PLA2 em

fungdo da absorbancia obtida (Optical density - OD) foi aplicada a seguinte férmula

(PETROVIC et al., 2001) com fator de corregao ajustado para nossas medigoes:

Atividade de PLA2 [umol . h™ . 0,25 mI"'] = (OD4250m /h — ODeoonm/h) X 0,098275
[umol/ ODuzsnm] X (1 /0,25 ml)

O fator de corregao (0,098275) representa a concentracdo estimada de produto
colorimétrico (umols em 250 ul) gerado a partir da degradagédo do NOBA capaz de

produzir uma absorbancia de 1.0 (OD) a 425 nm.
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7.4. Tratamento dos dados e analise estatisticas
A fim de reduzir erros de leitura de absorbancia, em fungcdo da turbidez e

degradacgao natural do substrato NOBA, foi subtraido de cada rodada (18 leituras) o valor
correspondente a primeira leitura de atividade enzimatica de cada pogo. Da mesma
maneira, de cada média obtida para os diferentes tipos de tratamento foram subtraidos os

valores de brancos respectivos em cada leitura.

Para a produgdo dos dados graficos de atividade enzimatica utilizamos o software
Prism 8.0.2 e para as anadlises estatisticas utilizamos software RStudio (2020). Outliers

foram excluidos da analise.

7.5. Modelagem molecular e docking
O estudo parte da determinagédo da sequéncia de aminoacidos integral da PLA2-Lp

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

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

Esta sequéncia (molde), entdo, foi alinhada a sequéncia da PAF-AH de Danio rerio
(alvo), a partir de banco de dados genéticos e de proteina associado ao UniProt
(https://www.uniprot.org) e com auxilio do algoritmo BLAST®

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

A proteina de Danio rerio foi editada com a remocgéao artificial dos residuos
intermediarios: 203 a 216; 193; 194 e 157 que nao possuiam correspondéncia com a
estrutura humana alvo (gap de 20 residuos). A porgao correspondente ao N - terminal da
proteina de Danio rerio (posi¢ao 1 a 9) também foi excluida da modelagem. Supde-se que
o truncamento nao foi relevante para sua estrutura ou funcéo, considerando que os
residuos excluidos estavam muito distantes das principais estruturas terciarias e sitio
catalitico. O refino das sequéncias foi garantido pelo software de alinhamento sequencial
multiplo Jalview (WATERHOUSE et al.,, 2009). Os modelos tiveram sua validagao
documentada em grafico 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 proteina finalizado em
formato PDB (Figura 11).

O docking molecular foi utilizado para avaliar o potencial interacdo de xenobidticos
sobre a PLA2-Lp. As simulagdes de dinamica 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 semelhangas estruturais e propriedades moleculares.

As figuras resultantes desses estudos foram construidas 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 visualizagdo da estrutura dos

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

8. RESULTADOS E DISCUSSAO

O papel das fosfolipases no metabolismo lipidico e no controle de doencas
concentrou a atencdo de pesquisadores das mais variadas areas nas ultimas décadas.
Estes estudos tém provado cada vez mais o carater pivotal da classe VIl dessas enzimas
nestes processos, principalmente da PLA2-Lp ou PAF-AH, que se tornou expoente em
analises epidemioldgicas e farmacoldégicas como mostra a revisdo 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 informagdes mais recentes
sobre seu polimorfismo (HUANG et al., 2014).

Para isto, construimos uma arvore filogenética por vizinhanga sequencial da PAF-AH
de diversos organismos, incluindo o homem, zebrafish, camundongo e animais de

linhagens proéximas, como outros primatas, roedores e osteictes (Figura 10).
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Figura 10. Proximidade entre organismos referente a homologia da estrutura primaria das respectivas
enzimas (PAF-AH).

A PLA2-Lp segundo a literatura faz parte de uma rede de interagbes bastante ampla
e seu carater bioquimico singular impede uma abordagem simplista, ou estritamente
clinica. Esta visdo pode ser reiterada quando numerosos ensaios e testes in vivo tentaram
reproduzir resultados obtidos em andlises laboratoriais sem muito sucesso (HUANG,
WANG e SHEN, 2019).

Atualmente acredita-se que a atividade enzimatica da PLA2-Lp deva ser
compreendida através de dois aspectos, talvez igualmente relevantes: a interface das
lipoproteinas com o substrato e o sitio catalitico da enzima. Uma vez que a PLA2-Lp é
reconhecida majoritariamente em complexos com HDL e LDL e os niveis de colesterol e a
qualidade do perfil lipidico do organismo estudado também s&o definitivos para a sua
compreensao (STAFFORINI, 2008).

A fim de investigar estas propriedades de acordo com a estrutura da enzima
produzimos também um modelo estrutural da PAF-AH plasmatica de Danio rerio com
modelagem por homologia que foi bastante consistente com as principais métricas
utilizadas na area (GA341 = 1,00 e zDOPE = -1,60) e que refletiram em valores ideais
para tor¢des angulares dos residuos de aminoacidos (Psi e Phi). Sendo que 97% deles

ocuparam regides favoraveis no grafico de Ramachandran (Grafico 1). A estrutura
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truncada da PAF-AH de Danio rerio (372aa) e seus residuos mais importantes podem ser
observados em licorice e cartoon no programa Pymol (figura 11).

Complementarmente, o sitio ativo da PAF-AH de Danio rerio aparece sobreposto
pelo sitio ativo da proteina humana molde, representando uma correspondéncia quase
perfeita (RMSD = 0.061) e identidade de 100% (Figura 12). Estas informagdes sao
essenciais para distinguir residuos consensuais (em negrito) quando comparamos a

estrutura obtida com o cristal da PAF-AH humana.

Figura 11. Orientagdo da PAF-AH de Danio rerio em membrana. Triade catalitica (vermelho) — Ser216;
Asp239; His94 - Resto do sitio ativo (ciano) — Phe55; Leu98; Tyr105; His215; Phe217; Trp241; Phe265;
GIn295 - Interface membranar (amarelo) — Asn58; Arg59; Ala60; Leu61; Ser62; 1le65; Tyr68;
Leu69;Trp307; 1le308; Leu 311; Met312. Residuos 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 residuos (azul) sobrepostos aos residuos nomeados da

PAF-AH humana (amarelo) correspondentes.
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Grafico 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 farmacos na tentativa de criar mecanismos de inibicdo da PLA2-Lp e o sucesso
destes principais compostos é questionavel (CAMPOS et al., 2014). Ainda ha bastante
oportunidade para a descoberta de drogas, naturais ou ndo, que sejam capazes de
conferir reais solugbes aos mais variaveis disturbios infamatorios, imunoldgicos e
cardiovasculares associados a enzima, mesmo que este objetivo exija a incorporagao de

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

N&o obstante, a PLA2-Lp é uma enzima bastante sensivel a interferéncias exdgenas
e ao equilibrio natural do organismo, deixando clara a relagéo entre o perfil lipidico dos
animais, estresse oxidativo, nutricdo e sua atividade metabdlica. Assim, compreende-se
que estas caracteristicas devem ser exploradas em funcdo de suas interagcbes com
xenobidticos diversos de interesse para a ecotoxicologia (MITCH et al., 2003; MELLO et

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

Nesta direcdo os nossos estudos in silico mostram interagbes consistentes entre
dois xenobidticos investigados (NDEA e malathion) e o sitio ativo da PAF-AH humana,
com evidéncias tedricas de que sdo capazes de comprometer sua atividade (Figura 13 e
14).
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Hydrophobicity
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Figura 13. Melhor posi¢cdo para NDEA. Diagrama de hidrofobicidade (esquerda) e detalhes das interagdes
com NDEA (direita). Linhas vermelhas representam ligagdes desfavoraveis e roxas pontes de hidrogénio.
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Figura 14. Melhor posicdo para malathion. Diagrama de hidrofobicidade (esquerda) e detalhes das
interacdes com malathion (direita). Linhas vermelhas representam ligagées desfavoraveis e roxas pontes de
hidrogénio.
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Figura 15. Diagrama LigPlot* dos xenobidticos com a PAF-AH humana. Detalhes das interagbes com
malathion (esquerda) e NDEA (direita). Os compostos foram representados em roxo, os residuos com
pontes de hidrogénio (verde pontilhado) em marrom e as interagdes hidrofébicas sédo representadas pelas
coroas vermelhas.

E possivel notar que a conformacéo estrutural de ligacdo do composto malathion é
bastante condizente com a observada em cristais da proteina em ligagdo com outros
organofosforados bioativos, como o Paraoxon. Assim, nossos resultados aproximam-se
da ligagao covalente por intermediario tetraédrico teorizada por Samanta e Bahnson
(2008), onde o oxigénio da cadeia lateral da serina catalitica é responsavel pelo ataque
nucleofilico (Figura 15). Portanto, é possivel que, embora os resultados in silico aqui
dispostos se restrinjam a interagdes intermoleculares, a qualidade da ligagdo observada

com o malathion seja de fato covalente.
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Figura 16. A: reagdo da SER-273 da PAF-AH humana com Paraoxon. B: primeiro passo da reacédo de
hidrélise de éster por ataque nucleofilico da SER-273 ao substrato natural, onde R, representa o liso-PAF.
Ha uma mimetizagdo do intermediario tetraédrico da reagao original. Fonte: Samanta e Bahnson (2008).

Adicionalmente, as interagdes obtidas com os compostos analisados foram
comparadas as interagdes entre o substrato natural (NOBA) e inibidor sintético
(Darapladib) e foram dispostas (Tabela 2). Os xenobidticos NDEA e malathion
apresentaram compatibilidade com o sitio ativo da proteina, ainda que com energia livre
de ligacao alta em comparagao ao substrato natural. O composto NDMA nao apresentou

interacao consistente.
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Tabela 2. Sumario das interagdes entre ligantes testados e PAF-AH humana.

Docking Mondmero Lp-PLA2 Humana / Cadeia A
Substratos -> MALATHION NDMA NDEA
Ligagdes com Asp 296 0 0 0
Ligacdes de hidrogénio com Asp 296 NA NA NA
Distancia de Ligagdes com Asp 296 NA NA NA
LigacGes com His 351 6 0 2
Ligagoes de hidrogénio com His 351 1 0 NA
Disténcia de LigacGes com His 351 3,13 NA 3,3
Ligagbes com Ser 273 9 0 4
Ligacdes de hidrogénio com Ser 273 2 0 1
Distancia de Ligagoes com Ser 273 2,99 NA 2,9
Numero de ligacdes com sitio ativo >37 1 >42
Disténcia das ligacbes com sitio ativo 3,07 34 2,98
Conformidade ao perfil Hidrofilico de superficie Compativel Incompativel* Compativel
Total de ligagdes de hidrogénio com sitio ativo 6 0 4
Ligactes desfavoraveis totais 0 2 2
Ligacdes totais até 3,5 A 33 15 41
Energia livre da ligacédo -4,9 kcal/mol -3,2 kcal/mol -4,3 kcal/mol
Observagoes *Alta energia livre *Molécula longe do sitio *Alta energia livre

Tabela 3. Sumario das interagdes entre os principais substratos e PAF-AH humana.

Docking Mondémero Lp-PLA2 Humana | Cadeia A
Substratos -> NOBA Darapladib
Ligacbes com Asp 296 0 0
Ligagdes de hidrogénio com Asp 296 NA NA
Distancia de Ligagcdes com Asp 296 NA NA
Ligacdes com His 351 5 7
Ligacdes de hidrogénio com His 351 1 0
Disténcia de Ligacdes com His 351 3,16 3,13
Ligagdes com Ser 273 5 12
Ligagodes de hidrogénio com Ser 273 1 1
Distancia de Ligactes com Ser 273 29 29
Numero de ligagdes com sitio ativo >40 >49
Distancia das ligagoes com sitio ativo 2,98 3,06
Conformidade ao perfil Hidrofilico de superficie Compativel Compativel
Total de ligacdes de hidrogénio com sitio ativo 4 1-4
Ligacdes desfavoraveis totais 0 0
Ligacdes totais até 3,5 A 42 76
Energia livre da ligacao -6,7 kcal/mol NA
Observacdes *Estabilizacéo Ser/His *Estabilizacdo Ser/His

Ja o teste in vitro, foi capaz de evidenciar a interferéncia de inibicdo da PAF-AH pelo

malathion quando em maior concentracédo 15 mg/l, mas ndo reproduziu o mesmo efeito

nos demais tratamentos (Grafico 2).

Todos os dados de absorbancia (OD) em fungdo do tempo foram considerados nao

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

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

proporcdo a meédia de atividade maxima atingida no controle. Obtivemos diferengas

significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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Grafico 2. Atividade enzimatica. Valores das médias dos tratamentos em proporgdo a maxima atividade
atingida pelo controle (100%).
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Grafico 3. Atividade enzimatica bruta em pmol de produto colorimétrico.
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Os valores referentes a atividade enzimatica dos tratamentos demonstrados

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

(respectivos brancos).

Os valores referentes a atividade enzimatica do tratamento com malathion a 15mg/l
foram corrigidos por conta da interferéncia causada pela opacidade causada pelo

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

O tratamento com NDEA na concentracdao de 720 ul/l foi excluido dos resultados,

pois sofreu interferéncia (formagao de bolhas), o0 que comprometeu o ensaio enzimatico.

9. CONCLUSAO

Compreender a funcionalidade da PLA2-Lp como um todo deve conferir bases para
avangos no tratamento e prevencado de doencas, como Alzheimer, aterosclerose e
canceres, ao mesmo tempo que cria espago para aprimoramentos em técnicas de manejo

e de preservagao ambiental.

Esta complexidade, podera ser adequadamente contemplada com experimentos
futuros mais robustos que levem em consideragdo nédo s6 a flutuagdo da PLA2-Lp,
frequentemente associada a flutuagcédo de LDL, mas principalmente a relagao de interagao
entre muitos outros substratos naturais e sintéticos, desde que em face a uma analise

sistematica de detalhamento por lipidémica e imunologia.

Neste quesito, € essencial estender a aplicabilidade dos testes cientificos para uma
gama de organismos usados em laboratorio com a finalidade de reduzir custos e gerar

resultados em menor prazo.

A analise bibliografica, bem como os estudos complementares realizados neste
trabalho foram feitos na direcdo de esclarecer o leitor acerca da estrutura e funcéo da
enzima PAF-AH plasmatica, a partir da constatacdo da homologia estrutural teérica entre
a PAF-AH de Danio rerio e a PAF-AH humana. Os resultados apresentados permitem
deduzir que os compostos aqui testados sdo capazes de interagir com a PAF-AH de
diversos organismos, sendo mamiferos ou peixes, como demonstra o docking molecular

realizado na proteina modelo (PAF-AH humana).

O ensaio enzimatico no entanto, corroborou com as predicdes tedricas apenas no
caso do tratamento com malathion a 15mg/l, em que a curva de atividade enzimatica da
PAF-AH em plasma comportou-se de forma a refletir possivelmente efeitos de inibi¢ao por

competicdo de substratos.
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No entanto, a possibilidade de incorrer ao erro do tipo Il (falso negativo) para os
outros tratamentos nado pode ser descartada, uma vez que as outras concentracdes

utilizadas nos testes foram relativamente baixas.

A concentragao testada, no caso da NDEA é cerca de oito e quatro vezes menor do
que a utilizada em injecao intraperitonial para efeitos toxicos agudos em roedores (0,2
mg/kg), enquanto que as concentracbes testadas de malathion representam
respectivamente a concentragdo maxima (100 ug/l) permitida em aguas pouco poluidas
(classe lll) pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) e a indicada para uso

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

Portanto, conclui-se que novas evidéncias capazes de estabelecer relagcbes entre os
xenobidticos (e farmacos) e a PAF-AH devem ser direcionadas por ensaios com
exposicao crbnica, a fim de replicar de maneira mais aproximada os efeitos de
biomagnificagdo destas substancias nas cadeias tréficas, bem como a complexidade e
implicagées da manutengao dos niveis e atividade de PAF-AH plasmatica nos organismos

em diferentes momentos metabdlicos e frente a estresse oxidativo.
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