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RESUMO

As fosfolipases sdo enzimas de crucial importancia para a sintese de mediadores inflamatorios
tais como tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas que dependem da geracdo de acido
araquidénico. O malathion € um inseticida organofosforado atualmente utilizado para controle
de insetos na agricultura e vetores de doencas como a dengue em areas urbanas. Diante disso,
este estudo consistiu em uma introducdo geral, seguido de analises in silico utilizando
ferramentas computacionais com o intuito de elucidar a regiéo do sitio ativo, suas estruturas e
ligacGes entre os atomos das moléculas. Dessa forma a proteina fosfolipase A2 citosélica de
Danio rerio foi modelada de forma comparativa mediante a restricdo espacial e o0 modelo
selecionado foi utilizado para analises de docking molecular a fim de predizer a interagdo da
proteina com o inseticida organofosforado malathion e seus analogos. O modelo tridimensional
da proteina foi construido no software Modeller e os experimentos de docking molecular
realizados com o programa AutoDock 4.2.6. As interacdes foram elucidadas por meio dos
aplicativos LigPlot+, Discovery e PyMol, buscando o entendimento sobre a interacdo do
inseticida malathion e seus analogos com as proteinas acima citadas. Posteriormente, foram
realizados os testes in vivo com a exposicao de peixes da espécie Devario malabaricus expostos
a diferentes concentragbes de malathion para identificar a concentracdo letal e ensaios
enzimatico. Os resultados da modelagem de proteinas por homologia mostraram um valor de
identidade superior a 70% comparando com as sequéncias de humanos, coelhos e outros
animais vertebrados. Foram criados e selecionados modelos da proteina e 0s mesmos validados
para estudos de docking, os resultados mostraram que as regides dos sitios cataliticos da cPLA2
interagiram com os atomos que compde o malathion e seus metabdlitos por meio de interacdes
hidrofdbicas e ligagdes de hidrogénio. Os testes in vivo resultaram na mortalidade total dos
espéecimes a partir da concentracdo de 0,03% e a sobrevivéncia dos organismos ocorreu apenas
nas concentragdes 0, 0,01, 0,02%. A concentracdo letal (CL50) foi de 0,029% para 50% da
populacdo. O ensaio enzimatico foi realizado com as concentracdes 0, 0,02 e 1% e demonstrou
que o malathion foi capaz de inibir a atividade enzimatica da PLA2 nas concentracgdes de 0,02
e 1% corroborando com os estudos teoricos. Dessa forma, foi possivel corroborar as
informagdes tedricas obtidas nos estudos de docking molecular com o ensaio in vivo e o estudo

enzimatico que o malathion € um inibidor da fosfolipase A2.

Palavras-chave: Modelagem de proteinas; Docking molecular; Fosfolipase A2; Malathion;
Agrotoxicos.



ABSTRACT

Phospholipases are enzymes of crucial importance for the synthesis of inflammatory mediators
such as thromboxanes, leukotrienes and prostaglandins that depend on the generation of
arachidonic acid. Malathion is an organophosphate insecticide currently used to control insects
in agriculture and vectors of diseases such as dengue in urban areas. Therefore, this study
consisted of a general introduction, followed by in silico analyses using computational tools in
order to elucidate the region of the active site, its structures and bonds between the atoms of the
molecules. Thus, the cytosolic phospholipase A2 protein of Danio rerio was modeled
comparatively by means of spatial restriction and the selected model was used for molecular
docking analyses in order to predict the interaction of the protein with the organophosphate
insecticide malathion and its analogues. The three-dimensional model of the protein was
constructed in the Modeller software and the molecular docking experiments were performed
with the AutoDock 4.2.6 program. The interactions were elucidated using the LigPlot+,
Discovery and PyMol applications, seeking to understand the interaction of the insecticide
malathion and its analogues with the proteins mentioned above. Subsequently, in vivo tests
were performed with the exposure of fish of the species Devario malabaricus exposed to
different concentrations of malathion to identify the lethal concentration and enzymatic assays.
The results of protein modeling by homology showed an identity value greater than 70%
compared to the sequences of humans, rabbits and other vertebrates. Protein models were
created and selected and validated for docking studies, the results showed that the regions of
the catalytic sites of cPLAZ2 interacted with the atoms that make up malathion and its
metabolites through hydrophobic interactions and hydrogen bonds. The in vivo tests resulted in
total mortality of the specimens from the concentration of 0.03% and the survival of the
organisms occurred only at concentrations of 0, 0.01, 0.02%. The lethal concentration (LC50)
was 0.029% for 50% of the population. The enzymatic assay was performed with
concentrations of 0, 0.02 and 1% and demonstrated that malathion was able to inhibit the
enzymatic activity of PLAZ2 at concentrations of 0.02 and 1%, corroborating theoretical studies.
Thus, it was possible to corroborate the theoretical information obtained in the molecular
docking studies with the in vivo assay and the enzymatic study that malathion is an inhibitor of

phospholipase A2.

Keywords: Protein modeling; Molecular docking; Phospholipase A2; Malathion; Pesticides.
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1. INTRODUCAO

1.1 AGROTOXICOS E INSETICIDAS

A utilizacdo de compostos quimicos para controle de proliferacfes de insetos ocorre
desde os anos de 1700 e desde entdo o nimero de produtos para esta finalidade s6 aumentou.
Pesticidas sdo compostos quimicos utilizados no controle de pragas urbanas e aplicados em
sistemas de agricultura e armazenamento de grdos (FRIEDRICH et al., 2021; ETO, 2018;
MAHMOOD et al 2016; POOL et al., 2005).

No Brasil, agentes biologicos, fisicos ou quimicos utilizados para controle e exterminio
de pragas sdo definidos como agrotdxicos e estdo descritos no Artigo 2°, Inciso | da Lei Federal
n° 7.802, de 11 de julho de 1989. Regimentado pelo decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002
(BRASIL, 2015). Em relacdo a quantidade de agrotoxicos utilizados anualmente, o Brasil € um
dos paises que mais se aplica compostos quimicos, em razdo da agricultura ser a atividade
econdmica predominante na maioria dos estados brasileiros. Como consequéncia do aumento
na producdo de alimentos, 0 numero de agroquimicos multiplicou-se desde os anos 1970 até a
atualidade (DAUFENBACK et al., 2022; DA SILVA; DE-CARLI, 2021; PIGNATI et al.,
2017).

A classificagdo dos pesticidas é realizada de acordo com a sua funcéo, por exemplo:
acaricida, inseticida, larvicida, ovicida, raticida, etc. Também em relacdo a sua procedéncia, de
origem vegetal, bacteriana e fungica ou compostos organicos e inorganicos. Pesticidas
organicos possuem alta capacidade de acdo fisioldgica e sua composicdo quimica compreende
atomos de carbono. Dentre este grupo os mais relevantes sdo os organoclorados e
organofosforados (OF). Os organoclorados sdo compostos que apresentam atomos de cloro e
carbono em sua composicdo, o que lhes conferem alta durabilidade e prejuizo ao meio ambiente,
aos animais e humanos devido a sua lipossolubilidade podem bioacumular em tecidos adiposos
(AMARO, 2012; AMARO, 2008; SANCHES et al., 2003).

Os OF sdo compostos quimicos que contém atomos de carbono e fosforo em sua
composi¢do. Sdo comercializados para diversas finalidades como agricultura, usos domésticos
e controle de vetores de doencas. Encontram-se disponiveis em: aerossol, granulado, liquido,
em emulsdes, po e pastilhas. O motivo principal da utilizacdo dos OFs é sua atividade bioldgica
no sistema nervoso, meia vida curta, alem de ter um baixo custo e facil producdo (VINHAL,;
SOARES 2018; BARBOSA et al 2009; SANTOS et al., 2007).



Os OFs englobam compostos como o malathion, parathion, diclorvos,
dimetildiclorovinilfosfato e tetraetilpirofosfato. Estes compostos de forma geral s&o drogas que
inibem a colinesterase, uma enzima que regula o sistema nervoso central (MELLO et al., 2021,
SANTOS et al., 2007; DASZAK et al., 2003).

OFs sdo moléculas de rapida degradacdo no ambiente depois de aplicado e essa
caracteristica tem sido a principal justificativa de seu largo emprego, o malathion bem como
outros organofosforados quando aplicados no ambiente, podem dar origem a outras formas
6xon denominados como analogos (TERRY, 2012; DOHERTY etal., 2019; HOU et al., 2021).

In vitro, OFs exercem acdo tdxica pela sua forte capacidade de inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), que € uma enzima crucial no processo de recaptacéo e hidrélise da
acetilcolina (Ach) e no caso dos OFs, seus andlogos podem ligar-se irreversivelmente ao
citocromo P450 que é a principal enzima responsavel pela biotransformacdo de varias
moléculas toxicas que entram na circulacdo sanguinea dos organismos (CAVALCANTE et al.,
2016; PETRONILHO; FIGUEROA-VILLAR, 2014; ELLISON et al., 2012).

1.2 MALATHION

Um dos OFs mundialmente utilizado é o malathion (MLT) (IUPAC: Diethyl 2-
[(dimethoxyphosphorothioyl)sulfanyl]succinate), classificado como alifatico, ou seja, um
composto organico que apresenta cadeia aberta e os atomos que o compdem nao formam anéis
de benzeno. Desenvolvido durante a segunda guerra Mundial como gas e patenteado pelos
Estados Unidos como inseticida em 1956, desde entdo € amplamente utilizado até 0 momento.
Este composto esta registrado no Brasil para diversos usos como controle de pragas em cultivos
de frutas, legumes, hortalicas, armazenamento de gréos e jardinagem em geral. E classificado
como classe IlI, indicado para uso veterinario contra ectoparasitas de animais de grande e
pequeno porte em diferentes concentragdes. E em relagdo a saude publica este inseticida é
registrado para controle de diversos insetos, mas especificamente mosquitos vetores de doencas
como o Aedes aegypti. Pode ser aplicado por nebulizacéo ou até mesmo por aeronaves em caso
de surto das doencas causadas pelo inseto (BRASIL, 2015; RIOS et al., 2019; MAGALHAES
et al.,2021).

O MLT apresenta formula quimica C10H1906PS2 e peso molecular de 330.4 g/mol. Pode

ser produzido de forma liquida, pura e acromatica ou concentrada (90%) com coloracdo ambar.



Devido a sua facil decomposicdo no ambiente, & imprescindivel que o sistema de
armazenamento tenha condi¢fes adequadas ao abrigo de luz e com pouca umidade. Com
capacidade de ser dissolvido tanto em agua (145 mg/L) quanto em outros solventes organicos
como alcool, cetona, 6leos vegetais, entre outros (FRIEDRICH et al., 2021; TCHOUNWOU et
al., 2015).

Devido a facilidade de acesso e praticidade na aplicacdo, 0 MLT pode ser usado de
forma incorreta e provocar intoxicagGes para 0s animais e seres humanos e contaminar rios e
reservatorios. Além de se propagar e interagir no ambiente de forma que pode ser encontrado
na &gua (superficial e subterrdnea), no ar, no solo e até em alimentos (frutas, legumes e
verduras) (DA SILVA et al., 2020; GULARTE et al., 2018; MACHERA et al., 2003).

No ambiente, este composto é degradado por acbes bioldgicas (animais e plantas),
fotolise e hidrolise. Além disso, dependendo das condigdes fisico-quimicas do meio no qual é
manipulado, pode sofrer alteracfes e formar andlogos. Estes similares podem ser tdo tdxicos
quanto o proprio MLT e por apresentarem maior solubilidade, tornam-se contaminantes ainda
mais resistentes na natureza. Em contato com agua a sua degradacao provém do pH, se este for
8.0 a hidrdlise ocorre rapidamente em poucos dias. Em pH 6.0 pode levar semanas para ser
degradado totalmente no ambiente e originar analogos como o maladxon, dietil fumarato, acido
dicarboxilico e monocarboxilico (DA SILVA et al., 2013; FAY et al., 2008; NEWHART,
2006).

A molécula de MLT possui caracteristica lipofilica, ou seja, possui afinidade e
solubilidade por lipidios. A absorcdo deste composto pode ocorrer através do contato com a
pele, por inalagdo ou ingestdo. Na circulacdo, este inseticida tem como destino o figado onde
sera degradado por meio de processos de detoxificacdo a partir de hidrdlises cataliticas que
envolve a enzima citocromo P450 (CYP) (KARMAKAR et al., 2023; HUANG et al., 2015;
NARAHARISETTI et al., 2009; HODGSON, 2003).

Quando o MLT entra na circulagdo sanguinea, este desloca-se para o sistema nervoso
central onde atravessa a barreira hematoencefélica e provoca a inibi¢do da acetilcolinesterase
(AChE) (COSTA, 2006). Esta enzima e responsavel pela hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina (Ach) que promove as sinalizacdes neuronais em fendas sinapticas. A inibicao

enzimatica ocasiona no acumulo de Ach nas sinapses do sistema nervoso central e periférico



provocando sindromes colinérgicas (TCHOUNWOU et al., 2015; BANASIK et al., 2003;
ABOU EL ELLA, 2008).

Os OFs presentes no plasma e no figado podem também interagir com as -esterases e
carboxiesterases. Estas enzimas atuam como sequestradoras de grupos fosfatos (scavengers
moleculares) por causa da capacidade destas moléculas ligarem-se ao grupo fosfato do
organofosforado, por meio de uma serina reativa e histidina neutralizando a capacidade reativa
dos compostos (MAKHAEVA et al., 2013; MASSON et al., 2008).

Experimentos com diversos animais em condicdes experimentais demonstram que
esterases plasmaéticas, sdo responsaveis pela hidrdlise de ésteres de drogas no plasma e
apresentam importancia na neutralizacdo da acéo toxica dos inseticidas e seus derivados, mas
isso depende da concentracdo destas enzimas, uma vez que os OFs tém uma maior afinidade ao
sitio ativo da acetilcolinesterase. O acimulo de AChE leva a uma hiperestimulacéo colinérgica
no sistema nervoso parassimpético. A inibicdo desta enzima é reversivel, devido as interagdes
metabolicas, mas principalmente pela fosforilagdo do grupo hidroxila encontrado no residuo de
aminoéacido serina (ROCHA,; SPINOSA, 1992; SLOTKIN, 2004; ROBERTS; AARON, 2007;
CALIC et al., 2006; ABOU-DONIA, 2003).

1.3 A SUPERFAMILIA DE ENZIMAS FOSFOLIPASE

Fosfolipidios sdo moléculas essenciais para todos os tipos de organismos. Constituidos
por uma parte hidrofébica conhecida como “cauda”, composta por duas cadeias de grupo acil
saturada e insaturada e outra hidrofilica denominada “cabeg¢a” integrada por um grupo fosfato
0 qual pode ser modificado. Todas as membranas celulares sdo compostas por fosfolipidios,
além de canais de sodio, enzimas e proteinas de membrana responsaveis por controlar a
permeabilidade e o equilibrio osmotico celular (MOUCHLIS; DENNIS, 2019; SAHU et al.,
2007).

As enzimas fosfolipases podem degradar os fosfolipidios em quatro sitios diferentes da
molécula, originando cinco diferentes classes. A PLAL cliva-se na posicéao sn-1, resultando em
2-acil-lisofosfolipidos e acidos graxos. A PLA2 cliva-se na posic¢do sn-2 acarretando em 1-acil-
lisofosfolipidos e acidos graxos. A PLB, também conhecida como lisofosfolipase, funciona
como as enzimas PLA1 e PLA2, uma vez que hidrolisa os fosfolipidios na posi¢do sn-1 e

também em sn-2. PLAL, PLA2, e PLB sdo referidos em conjunto como hidrolases acil. As
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outras duas classes sdo consideradas fosfodiesterases. A PLC hidrolisa fosfolipidos antes do
grupo fosfato e a PLD hidrolisa apds o grupo fosfato (Figura 1) (DENNIS, 1994; ARAUJO,
2014; QUACH et al., 2014).

- ————————————————

__________________

Figura 1: Esquema especificado das fosfolipases e a clivagem especifica para cada classificacao.

Nos ultimos 50 anos, foram identificados seis tipos principais de enzimas fosfolipase
A2 (PLA2): PLA2 secretorias (SPLA2), PLA2 citosélica (cPLA2), iPLA2, Lp-PLA2 (também
conhecida como PAF-AH), LPLA2, e AdPLAZ2. Estas enzimas utilizam uma diade catalitica
para realizar a hidrélise da ligagdo éster na posicao sn-2 dos substratos que sao os fosfolipidios
e originam dois produtos os acidos graxos livres e lisofosfolipidios que podem atuar de varias
maneiras. O acido araquidonico (AA) é um produto da ligacdo enzima-substrato, o qual é
convertido em eicosanodides e prostaglandinas. E os lisofosfolipidios podem induzir varios
efeitos farmacologicos, convertendo-se em fator de agregacdo plaquetaria (PAF) (VASQUEZ
etal., 2019 e MOUCHLIS; DENNIS, 2019).

Técnicas computacionais combinadas com dados de espectrometria de massa tém sido
utilizadas com sucesso para compreender o mecanismo de acdo das PLA2, bem como as
propriedades estruturais e fisico-quimicas do seu sitio ativo. Além disso, estes estudos mostram
que a presenca da diade catalitica € crucial para a atividade enzimatica, permitindo que estas
enzimas cumpram um papel significativo no desenvolvimento de doencas inflamatorias, devido
a geracao de varios intermediarios pré-inflamatorios. Entretanto, sua ativacao ou a mobilizacédo
dependem da interag&o com as diferentes vias de sinalizacéo, incluindo a modulagao por sSPLA2
via receptores acoplados a proteina G (VASQUEZ et al., 2019; MOUCHLIS; DENNIS, 2019).
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1.4 FOSFOLIPASE A2 CITOSOLICA (cPLA2)

A familia cPLA2 compreende seis enzimas intracelulares denominadas fosfolipase A2
citosolica: alfa (cPLA2a), cPLA2beta, cPLA2gamma, cPLA2delta, cPLA2epsilon e
cPLAZ2zeta. Estas enzimas apresentam alto peso molecular e possuem uma diade catalitica
Ser/Asp conservada. Sao caracterizadas pela presenca de um dominio C2 em sua regido N-
terminal, com excecdo da cPLA2y, na qual esse dominio estd ausente. Este dominio ¢
responsavel pela associacdo da enzima com as membranas e desempenha uma funcéo
determinante em relacdo a direcdo especifica para as membranas intracelulares e plasmatica
(GHOSH et al., 2006; BAVEC, 2011; LESLIE, 2015; STAHELIN, 2016).

A expressao de cPLA2a ocorre em diversas células de mamiferos mediando a produgao
de produtos lipidicos funcionalmente diversos em resposta a estimulos extracelulares.
Apresenta atividade de PLA2 e lisofosfolipase, sendo a Unica com especificidade para
substratos fosfolipidicos contendo AA. Estas enzimas cPLA2 pertencem ao grupo IVA das
PLA2, possuem 749 residuos de aminoacidos e peso molecular de 85 kDa. Apresentam dois
dominios distintos, um é regulatério, onde localiza-se a regido amino-terminal e denomina-se
dominio C2. O outro ¢ o catalitico independente de Ca2+ o/p hidrolase, onde estdo presentes
os residuos da diade catalitica (Ser 223/Asp 549) (HIRABAYASHI; SHIMIZU, 2000; BURKE;
DENNIS, 2009; LESLIE, 2015).

Diversos tipos celulares apresentam as cPLA2 em seus citoplasmas como 0s
macrofagos, plaquetas e células do rim, Para hidrolisar fosfolipideos e promover a liberacao de
AA. Também sdo capazes de regular processos fisiolégicos normais e patolégicos como asma,
artrite e outras doencas inflamatorias. A funcdo de regulacdo da cPLA2 em sistemas
fisioldgicos, como o controle da homeostase e reproducdo feminina, pode ser atribuida a
diferentes mediadores lipidicos (HIRABAYASHI et al., 2004; LESLIE, 2004; LASLIE, 2015).

A ativacdo da cPLA2 envolve processos poés-traducionais como o aumento da
concentragdo de Ca2* intracelular, fosforilagdo por proteina-quinase especifica de serina e
treonina (MAPK) e ficotoxinas (acido ocadaico). A fosforilacdo por MAPKS nos residuos de
serina 505 e 727 localizados no dominio catalitico, promove a otimizacdo da atividade
enzimatica (CLARK et al., 1995; DAS et al., 2003; KOKOTOU et. al., 2017).
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Figura 2: Sinalizagdo celular das enzimas PLA?2 a partir do aumento de Ca?*, deslocamento da enzima

para as membranas intracelulares e a clivagem dos fosfolipidios. Legendas: AA &cido araquidénico;
GC: Complexo de Golgi; ER: reticulo endoplasmatico; NE: envelope nuclear.

O controle da regulacdo da enzima é complexa e envolve mecanismos de alteragdo dos
niveis de Ca?" intracelular. O aumento da concentracio deste ion é capaz de ativar a enzima e
promover a translocacdo do citoplasma para a regido de membrana do reticulo endoplasmatico,
onde ligam-se dois ions de Ca?* na face de ligacio do dominio C2. Esta ligacio proporciona
um aumento da hidrofobicidade da regido, permite a translocacéo e garante a estabilidade da
proteina a membrana (DAS et al., 2003; HIRABAYASHI; SHIMIZU, 2004; LESLIE, 2015).

Dessa forma, o dominio catalitico que é independente de Ca®" alcanca a regido da
membrana e se liga com o auxilio do residuo de Trp 464, o qual € responsavel por estabelecer
esta ligacdo. O aumento da concentragdo intracelular de Ca?* promove o deslocamento da
enzima que desloca-se do reticulo endoplasmatico (RE) para a regido de membrana do envelope
nuclear. Assim, novamente a face de ligagcio de Ca?* liga-se & membrana, o residuo Trp 464
estabiliza a enzima e o sitio catalitico é ativado promovendo a clivagem dos fosfolipidios
(GIJON et al., 1999; DESSEN, 2000; LESLIE, 2015).

Durante o processo de hidrdlise dos fosfolipidios na posicdo sn-2 da membrana, a
CcPLA2 medeia a producdo de compostos derivados de acidos graxos e lisofosfolipidios.

Portanto, a cPLA2 ativada proporciona a producdo de AA e possui trés possiveis vias:
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participacdo no processo de remodelacdo da membrana celular, liberagdo no meio extracelular
por difusdo ou metabolismo intracelular. Além disso, 0 AA produzido segue em vias
enzimaticas distintas conduzidos pelas enzimas ciclooxigenases, lipooxigenases localizadas no
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico (GIJON; LASLIE, 1999; LASLIE, 2004;
TALLIMA,; RIDI, 2018).

As enzimas cPLA2 sdo responsaveis por controlar o fluxo da membrana intracelular,
estdo envolvidas na formacdo de membranas tubulares que interligam o reticulo endoplasmatico
e o complexo de Golgi. E hidrolisam lipidios envolvidos em processos de resposta imunolégica
e inflamatdria os quais se tornam substratos para outras enzimas como o PAF (fator de ativagéo
de plaguetas) (BURKE; DENNIS, 2009; SCHAEFFER et al., 2011).

1.5 FOSFOLIPASE A2 EM PEIXES

Os lipidios sdo a fonte de energia para os peixes e desempenham um papel fundamental
no desenvolvimento das larvas e da membrana celular, enfatizando a importancia do
entendimento da composicdo de lipidios e acidos graxos. Também € reconhecido que fatores
ambientais como temperatura, salinidade, luz ou o tipo de alimento influenciam os teores de
lipidios e acidos graxos dos organismos aquaticos. Mudancas sazonais ou geogréaficas também
tém um efeito significativo na bioquimica animal. Essas alteracGes ambientais afetam
principalmente 0s processos metabolicos que podem variar nos diferentes 6rgdos dos
organismos aquaticos (DANTAGNAN et al., 2007; KURTOVIC et al., 2009; LIU et al., 2014).

A mobilizacdo lipidica em vertebrados além de ser uma reserva energética para a
manutencdo do crescimento, também fornece compostos importantes para a biogénese da
membrana a medida que ela se desenvolve. As reservas lipidicas encontradas nos peixes sdo a
principal fonte de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, especialmente dmega-3 e
Omega-6, que sdo cruciais para gerar varios mediadores lipidicos que atuam em diversas reaces
fisioldgicas, na membrana e controle imunoldgico. Portanto, os lipidios desempenham um
papel importante na nutricdo dos peixes, pois fornecem energia e acidos graxos essenciais
(TOCHER, 2003; MARTIN et al., 2017).

Por outro lado, uma pesquisa mostra que 0s peixes requerem acidos graxos altamente
insaturados n-3 (n-3 HUFA), particularmente o &cido eicosapentaenoico (20: 5n-3; EPA) e

acido docosahexaendico (22: 6n-3; DHA), para o crescimento normal e para servir como
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componentes estruturais durante a organogénese, como membranas celulares (musculos,
cérebro, retina) e precursores eicosanoides, como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos.
Entre as varias enzimas envolvidas no processo de metabolizacdo lipidica estdo as PLA2. No
caso do metabolismo lipidico da dieta, a maior parte desse processo € feito pela mobilizacédo de
PLA2 secretoras pelas células acinares pancredticas que permitem a digestdo eficaz dos
fosfolipidios alimentares. Esses fosfolipidios produzem &cidos graxos como o AA e
lisofosfolipidios. Em geral, essa reacdo é mais conhecida como etapa inicial, pois limita a
velocidade do metabolismo do araquidonato e a producdo do mediador lipidico bioativo
(BALSINDE et al., 2002; FARHOUDI et al., 2011).

O processo de digestdo, absorcao e transporte de lipidios em peixes é semelhante ao
observado em mamiferos, com algumas diferencas devido a complexidade do trato digestivo e
as diferencgas anatdmicas dos peixes quando comparados a Vvarias espécies. Essa variabilidade
ocorre de acordo com os habitos alimentares dos animais (onivoros, herbivoros ou carnivoros),
0 que determina, entre outros aspectos, o comprimento do trato digestério e a producdo
enzimatica de cada espécie (RIBEIRO et al. 2007; BAKKE et al., 2010; MORAES; DE
ALMEIDA, 2020).

A maior parte da digestdo dos alimentos ocorre no intestino e ceca pilérica de peixes.
As secrecBes intestinais contém um grande nimero de enzimas, como proteases, lipases e
carboxilases, que hidrolisam as trés respectivas classes de nutrientes e que sdo dependentes do
substrato. A atividade lipolitica, que é a quebra da gordura em &cido graxo e glicerol, ocorre
em varios extratos do pancreas, figado, intestino e ceco pilérico de peixes, da mesma forma que
ocorre em mamiferos. As lipases pancreaticas secretadas no limen intestinal sdo as mais
importantes na digestdo das gorduras. Peixes carnivoros apresentam maior atividade lipasica
do que peixes onivoros e herbivoros (ROTTA, 2003; SMICHI et al., 2012).

Os fosfolipidios fazem parte da dieta lipidica dos peixes, mas sdo escassos 0s estudos
que elucidam a digestdo dessas fracGes. Esses lipidios constituem a bicamada da membrana
celular e mantém funcGes celulares como absorgéo, transporte, assimilacao de lipidios, sintese
de eicosanoides, acdo hormonal, etc. Essas fungdes fazem do fosfolipidio ser um nutriente
essencial para a nutrigdo larval de peixes. Particularmente, os fosfoacilglicerois na posi¢ao sn-

2 sdo hidrolisados pelas PLA2 pancreaticas ou intestinais, resultando em lisofosfolipidios e

15



acidos graxos que, por sua vez, sdo absorvidos pela mucosa intestinal (TOCHER, 2003;
CHOWDHURY et al., 2019).

Entre os varios acidos graxos poli-insaturados essenciais para peixes teledsteos esta o
AA, que pode ser significativamente abundante em certas espécies. O AA podem desempenhar
diversas fungdes regulatorias e essenciais em vertebrados e, no caso dos peixes, o controle da
geracdo de AA parece estar envolvido na sua maturacao sexual, desenvolvimento ontogenético
dos peixes, crescimento somatico, regulacdo da pressao osmotica, manutengdo do treinamento
e manutencédo neural em peixes. Com relagéo ao desenvolvimento larval, a expressdo de amilase
diminui com o aumento da idade, enquanto a expressdo de outras enzimas, como a PLA2 e
também a tripsina, aumenta consideravelmente até o final do periodo larval (IZQUIERDO et
al., 2001; CAHU; ZAMBONINO, 2001; SORBERA et al., 2001; NORAMBUENA et al.,
2015; NAYAK et al., 2017; MASOUDI et al., 2017; XU et al., 2017; GONZALES-MIRA et
al., 2018).

1.6 OS PEIXES Danio rerio E Devario malabaricus COMO MODELOS ANIMAIS

Nos peixes podem ser observadas varias respostas bioldgicas em decorréncia de
estressores, tais como a bioacumulacdo de quimicos e biomarcadores que expressam variacdes
fisiolOgicas e até morfoldgicas. Dessa forma, destacam que 0s peixes sdo elementos importantes
para o biomonitoramento da poluicdo da dgua devido a caracteristicas intrinsecas especificas.
Dentre elas destacam-se: (a) tamanho relativamente grande, (b) longo ciclo de vida, (c)
facilidade de crescimento, etc. Além disso, 0s peixes tém uma posicdo privilegiada na cadeia
alimentar e podem afetar diretamente a salde dos humanos, 0 que aumenta ainda mais a sua
importancia. Assim, 0s peixes possuem uma estreita relacdo com a condi¢do ambiental do meio
aquatico. A grande maioria de contaminantes séo de caracteristicas lipofilicas, o que favorece
sua ligagdo com moléculas lipidicas e sua réapida absor¢do pelas células e posterior
bioacumulacgéo nos tecidos. (VAN DER OOST et al., 2003; ZHOU et al., 2008; WALKER et
al., 2012)

O peixe Danio rerio, conhecido no Brasil como zebrafish ou paulistinha, € utilizado por
diversos pesquisadores a nivel mundial. E um vertebrado dipldide que pode ser facilmente
mantido e distribuido em aquarios necessitando de pouco espaco considerado um modelo
seguro na pesquisa toxicoldgica, medindo aproximadamente entre trés e quatro centimetros,

este teleGsteo. Além disso, possui baixo custo de manutencgdo, alta taxa de fecundidade e seus
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embrides sdo transparentes e possuem uma rapida maturacdo sexual entre trés e seis meses
(HILL et al., 2005).

O aumento no namero de artigos publicados usando o Danio rerio esta diretamente
ligado ao crescente conhecimento sobre esta espécie. O sequenciamento do genoma, iniciado
pelo Instituto Senger em 2001, possibilitou 0 uso em diversos estudos genéticos. Pesquisas
relacionadas com genes humanos sdo cada vez mais desenvolvidas utilizando este modelo
animal, uma vez que o0 seu genoma apresenta alto grau de similaridade com os genomas de
humanos e de camundongos (BARBAZUK et al., 2000; LIESCHKE; CURRIE, 2000; STERN;
ZON 2003).

As analises filogenéticas de PLA2, mostram que o Danio rerio e outros peixes
apresentam ao menos trés grupos de PLA2: duas secretdrias e um grupo de PLA2 citosolicas.
As sPLA2-Lp sdo referidas como PLA2 do Grupo 7 ou simplesmente G7 e ja no caso das PLA2
citosélicas encontradas tanto em zebrafish e seres humanos sdo representados pelas PLA2
grupos G4 sendo esta terminologia usada como forma de separar as PLA2 de mamiferos em
grandes grupos (HUANG et al., 2015; MURAKAMI et al., 2015).

O peixe Devario malabaricus, assim como o zebrafish, sdo teleGsteos e pertencem a
familia cyprinidae. Exemplares adultos do género Devario sdo comumente conhecidos na
aquariofilia como Danio gigante e utilizados em varios tipos de pesquisas por se tratar de um
modelo animal semelhante ao Danio rerio. No entanto, possuem um tamanho corporal muito
superior e podem a alcancar cerca de 15 cm de comprimento, o que possibilita a melhor
compreensdo dos mecanismos celulares e fisiolégicos em experimentacdo animal
(KULLANDER et al., 2017; SHIFATU et al., 2018; CHAGAS et al., 2016).

1.7 BIOINFORMATICA E ANALISE IN SILICO

A bioinformatica é uma ciéncia que surgiu no inicio da década de 1950 com o trabalho
escrito por James Watson e Francis Crick publicado na revista Nature, o qual descreveu sobre
as bases moleculares, replicacdo e traducdo do material genético, permitindo o melhor
entendimento sobre as bases do DNA também conhecida como sequéncia de letras (WATSON;
CRICK, 1953). A partir desta descoberta, o desenvolvimento de ferramentas através da
interdiciplinaridade das grandes areas como a biologia molecular e celular, bioquimica, quimica

fisica, computacdo aliada aos avancos da tecnologia proporcionou a progressao da
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bioinformaética estrutural contendo questdes bioldgicas com um ponto de vista tridimensional.
Em meados de 1965 alguns cientistas contribuiram para a sistematizacdo de dados das
estruturas tridimensionais das proteinas. A pesquisadora fisico-quimica Margaret Dayhoff
contribuiu de forma imprescindivel para o uso de computadores nos estudos de biomoléculas,
iniciando a representacdo dos aminoacidos com uma Unica letra (VERLI, 2014). O
desenvolvimento de computadores com melhor performance possibilitou o entendimento da
dindmica e enovelamento das proteinas. A criacdo de banco de dados de informacdes
bioldgicas, o desenvolvimento de novas metodologias e a investigacdo de novas hipoteses,
contribuiram para a bioinformatica se tornar uma &rea bastante promissora. Dentre as inimeras
aplicacdes, pode-se destacar a busca e identificacdo de proteinas relacionadas a processos
patoldgicos e também alvos potenciais para a producdo de novos medicamentos (DE ARAUJO
et al., 2008).

As inovaces tecnoldgicas proporcionou um avango da bioinformética e a metodologia
in silico com diversos programas computacionais para analises de maior complexidade em
relacdo as informacgfes, funcdo e a estrutura terciarias de proteinas bem como predizer as
possiveis implicacdes destas em contato com inibidores de ligantes (CALABRESE et al., 2009,
CAPRILES et al., 2010; CAPRIOT; ALTMAN, 2011).

1.8 MODELAGEM DE PROTEINAS POR HOMOLOGIA

Proteinas séo classificadas em familias ou superfamilias e, quando originam-se de um
ancestral comum e apresentam semelhancas estruturais e funcionais sdo consideradas proteinas
homologas. O grau de identidade ou homologia entre as proteinas de uma mesma familia é
superior quanto a sequéncia priméria do que a sua estrutura terciaria (tridimendisonal)
(MANNHOLD et al., 2008).

Métodos de modelagem por homologia sdo utilizados para elucidar a estrutura terciaria
de proteinas e sdo cada vez mais utilizados em protebmica. Também conhecida como
modelagem comparativa de proteinas, € um dos métodos de modelagem mais precisos e pode
produzir modelos através de sequéncias primarias ja existentes (SANTOS-FILHO et al., 2003).

Todos os métodos atuais de modelagem de proteina por homologia tem como preceito o
grau de identidade entre a sequéncia primaria da proteina-alvo e as estruturas tridimensionais
das proteinas-moldes. Dessa forma, a metodologia consiste em quatro etapas: identificacdo e

selecdo de proteina-molde, alinhamento das sequéncias de reiduos, construcdo das coordenadas
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do modelo e avaliacdo da qualidade (SANTOS-FILHO; ALENCASTRO, 2003).

Métodos de modelagem por comparacdo com estruturas conhecidas promovem
aplicacdes importantes para o estudo de compostos bioativos. A modelagem de proteinas por
homologia permite que seja desenvolvido estudos in silico com proteinas que ainda nao foram
cristalografadas por raio-X e ressonancia magnética nuclear (YOKOYAMA et al., 2000).

Portanto, esta técnica de baixo custo apresenta um consideravel potencial por ser capaz
de adiantar processos laboratoriais de alto valor e longa duracdo. Uma ferramenta adaptada
para estudos teoricos de proteinas, amplamente utilizada em pesquisas fundamentais e também
nas industrias farmacéuticas em técnicas de reposicionamento de farmacos. Além disso, auxilia
em estudos sobre a interacdo de proteinas com possiveis bioligantes (GUIDO;
ANDRICOPULO, 2008).

1.9 DOCKING MOLECULAR

Doking molecular é uma técnica in silico bem estabelecida que tem como principal
objetivo o descobrimento de novos compostos e sua relacdo com macromoléculas. Esta técnica
é capaz de simular a afinidade das ligagdes entre os receptores e ligantes, buscando a afinidade
de ligacdo (GUEDES et al., 2014; JAKHAR et al., 2020).

Amplamente aplicado em programas de descoberta de novas drogas, o docking molecular
é um metodo in silico que prevé a ligacdo de uma determinada molécula interagindo com um
alvo biolodgico especifico. Esta técnica computacional é usada também no campo da toxicologia
aplicada para desenvolver modelos de classificacdo para a previsao do potencial desregulador
enddcrino de produtos quimicos (MANZI et al. 2023; TRISCIUZZI et al., 2018).

InteracBes moleculares podem ocorrer entre membranas, proteinas e moléculas de DNA,
as quais sdo denominadas receptores, em contato com compostos quimicos como contaminates
emergentes, drogas os quais sdo identificados como ligantes. Entretanto, € necessario que
ocorra um ajuste induzido no qual, tanto os ligantes quanto 0s receptores precisam se adaptar,
modificando a sua conformagdo, ou seja, adquirem uma estrutura mais estavel com o intuito de
diminuir a energia livre de ligacdo (TU et al., 2021; FAN et al., 2019)

Para realizar estes estudos é necessario seguir uma metodologia a fim de encontrar o
melhor alvo macromolecular e o ligante que sera utilizado (MANZI et al. 2023). Dessa forma,

foi elaborado um diagrama com a metodologia utilizada nestes estudos (Figura 3).

19



(" )
Obter o receptor

(macromolécula alvo) em
bancos de dados

Vs
Converter o arquivo do

receptor para o formato
utilizado pelo programa.

Obter o arquivo do ligantes em
bancos de dados

s ¥ N
Preparar os arquivos do ligante
Utilizar um algoritmo de e do receptor no programa. Aplicar a fungdo de
pesquisa especifico para : T / pontuagdo de energia
buscar possiveis modos e ~N livre de ligagdo com o
de ligagdo Posicionar a grid box sobre o intuito de obter o melhor
sitio catalitico para direcionar modelo de ligagdo
as possivels interagdes
!
(" Selecionar o cluster com o a
menor distancia e melhor N
\_ interagdo com sitio catalitico )

Figura 3: Diagrama sobre o processo de docking molecular. Para o desenvolvimento desta técnica é
necessario seguir uma métodologia de obtencdo do alvo e ligante, conversdo do formato adequado

para 0s programas, realizar a analise de docking e avaliar os resultados. Adaptado de FAN et al., 2019.

O docking molecular tem sido utilizado para aperfeicoar a eficiéncia das pesquisas
cientificas voltadas a area clinica e experimental. No entanto esse método ndo substitui 0s
ensaios pre-clinicos realizados com animais ou células. Estas analises contribuem para a
reducdo dos custo de experimentos em laboratorios e também para pesquisa basica (LI et al.,
2013; GUEDES et al., 2014; JAKHAR et al., 2020).

1.10 ATIVIDADE ENZIMATICA E BIOMARCADORES FISIOLOGICOS
Enzimas sdo catalizadores eficientes e seletivos, com a capacidade de aumentar a
velocidade de reacOes essenciais para 0s sistemas vivos. A grande maioria das reacgdes
bioquimicas s@o realizadas por enzimas, algumas catalises necessitam de coenzimas ou
cofatores ndo proteicos para ocorrer. A energia de ligacdo é encarregada pela aceleracdo na
velocidade das enzimas, a mesma energia que proporciona a catalise também promove a
capacidade de distincdo entre o substrato e as moléculas competidoras, conhecido como
especificidade. A especificidade de uma enzima provém de muitas interacdes moleculares,
consideradas fracas entre a enzima e o substrato (SCOTT et al 1990; RODUNER, 2014).
Ensaios enzimaticos utilizam a técnica de espectrofotometria, a qual permitem mensurar
com precisdo o resultado denominado produto do complexo enzima-substrato. Por meio da
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mudanga de cor e quantificagdo da absorvancia ou transmitancia é possivel avaliar a quantidade
de proteinas e também se ha ou ndo inibicdo de uma certa enzima. Diferentes inibidores
enzimaticos sdo utilizados para pesquisas sobre o desenvolvimento de novas drogas, efeitos nos
sistemas bioldgicos e cinética enzimatica (MUKHERJEE et al., 1994; BACHMANN;
MILLER, 2020).

As PLA2 sdo encontradas em varios organismos, incluindo bactérias, cnidarios,
mamiferos, peixes e plantas. Este grupo de enzimas é considerado fundamental devido o
metabolismo de lipideos e regeneracdo das membranas, além disso, estudos recentes
evidenciam que a atividade da PLA2 pode ser considerada um novo biomarcador para avaliagéo
da toxicidade em ambientes aquaticos. O monitoramento da atividade enzimatica in vivo
(esterases e fosfolipase A2) se mostrou um método com potencial para avaliar os efeitos
adversos dos contaminantes em rotiferos sendo que estudos mostram que a inibicao de esterases
e PLA2 ap6s exposicdo (30 min) as concentracBes sub-letais de metais e pesticidas em
condigdes laboratoriais sdo sensiveis as alteragBes induzidas pelos toxicos (BURBANK;
SNELL, 1994; RICO-MARTINEZ et al., 2016).

Recentemente, dois genes cpla2a (pla2g4aa e pla2g4ab) foram identificados em zebrafish.
O gene cpla2a esta envolvido na sintese da prostaglandina no ovario em zebrafish. A presenca
de cPLAZ2 e seu papel no processo de desenvolvimento embrionério do zebrafish também foram
reportados por Faber et al., 1999, que conduziu os primeiros estudos sobre a cPLA2 em
zebrafish (TANG et al., 2017).

A mobilizacdo de AA tanto em nivel celular quanto na forma exdgena envolveu a agédo
da enzima PLA2 citosdlica e secretora associada as lipoproteinas, que juntamente com as
reacOes do ciclo Land garantem a renovacgéo continua dos membros celulares e a reposicdo dos
acidos graxos poli-insaturados e intracelulares. A PLA2 citosolica desempenha um papel
crucial, como ponte entre hormdnios, estimulos inflamatérios, sinais de estresse fisiologico com
mobilizacdo de AA para mediar respostas fisiologicas ou adaptativas. Assim, essa classe de
enzimas atrai consideravel interesse farmacoldgico devido ao seu papel na sinalizagéo lipidica
e seu envolvimento em uma variedade de condic¢Ges patolégicas, devendo, portanto, ser
estudada em diferentes grupos. No entanto, os papéis regulatorios das fosfolipases em
patologias metabolicas ainda ndo foram totalmente elucidados, mas de fato existe uma relacéo
entre a atividade dessas enzimas e a sindrome metabdlica (MURAKAMI et al., 2011; SATO et
al., 2016).
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2 OBJETIVO

Avaliar a acdo do inseticida malathion por meio de estudos tedricos com a fosfolipase A2

citosdlica de peixes Danio rerio

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a homologia e desenvolver modelo tridimensional da cPLA2 e realizar analises de

docking molecular com 0 modelo e o inseticida malathion e seus analogos.

Avaliar a inibicao da atividade enzimatica da PLA2 na presenca do inseticida malathion por

meio de experimentos in vitro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 IDENTIFICACAO E SELECAO DA ENZIMA MOLDE E ALVO

O primeiro passo para o desenvolvimento do modelo foi identificar a homologia entre a
enzima cPLA2 de humanos (Homo sapiens), zebrafish (Danio rerio), coelhos (Oryctolagus
cuniculus) e camundongo Swiss (Mus musculus) por meio do levantamento em bancos de dados
como: RCSB Protein Data Bank, UNIPROT, entre outros. A busca por proteinas-moldes e alvo
teve como objetivo principal correlacionar as sequéncias através de um algoritmo que visa
encontrar a similaridade entre elas. Por meio da plataforma BLAST foram selecionadas as
enzimas com similaridade maior que 30% (SANTOS-FILHO; ALENCASTRO 2003).

3.2 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS E CONSTRUCAO DO MODELO

Apobs a selecdo das proteinas alvo e molde, os dados foram transcritos para a ferramenta
BLAST utilizando os bancos de dados do NCBI e Uniprot. Por meio desse processo, foi
possivel determinar as regides conservadas e variaveis; as primeiras sao estritamente similares
e as posteriores encontram-se principalmente as al¢as, que sdo segmentos com residuos de
aminoacidos variaveis. Neste trabalho, foi utilizada a abordagem para construgdo do modelo
por meio da analise de restricdo espacial executada pelo software Modeller. Essa anélise tem
como caracteristica principal utilizar parametros geométricos de qualidade levando em conta as
restricOes espaciais das estruturas proteicas (SALI; BLUNDELL, 1993; SALI; OVERINGTON
1994).

3.3 VALIDACAO DO MODELO

Apos o desenvolvimento do modelo, foi necessario identificar possiveis erros
relacionados a selecdo da estrutura alvo e molde. Nessa etapa foi utilizada a plataforma
ProCheck para avaliagdo estereoquimica (Laskowski et al., 1993). A respectiva plataforma
verifica a qualidade estereoquimica da estrutura da proteina bem como a determinacdo dos
angulos torcionais da cadeia principal (® e V) gerados pelo diagrama de Ramachandran. Por
meio da plataforma PDBSum foram obtidas informagdes da estrutura secundaria (folhas 3 ¢ a-
hélices) (ROMANELLO; KRICZINSKI, 2021).
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3.4 DOCKING MOLECULAR

Os experimentos de docking foram realizados com a ferramenta AutoDock 4.2.6
(TROTT; OLSON, 2010). Como ligante foi avaliado o composto e malathion (inseticida) e seus
metabdlitos (MANZI et al. 2023). Os compostos analisados nos estudos de docking foram
obtidos na plataforma PubChem e seus respectivos dados estdo descritos na Tabela 1. Para as

simulacdes foi utilizado como modelo molecular a enzima cPLA2 de Danio rerio.

3.4.1 PREPARACAO DOS ARQUIVOS DO LIGANTE E MOLECULA ALVO

Os ligantes foram obtidos na plataforma PubChem em formato 3D com a extensdo .SDF.
Apbs o download, os arquivos dos ligantes foram convertidos para o formato. Mol2. A
preparacdo das coordenadas do modelo para os procedimentos de ancoragem efetuada
utilizando a ferramenta Chimera 1.15 (PETTERSEN et al., 2004). Em seguida, o program
AutoDock 4.2.6 foi empregado para adicionar &tomos de hidrogénio polares e agregar as cargas
Kollman. Por fim, apos todas as modificacdes, os arquivos foram convertidos com a extensao.
PDBQT (TESKE, 2019). Para a analise in silico foi necessario executar os calculos dos mapas
de grade de energia (Grid Box) (SIRISHA et al., 2018). O tamanho da grid box escolhido foi
suficiente para envolver todos os residuos de aminoacidos localizados no microambiente do
sitio catalitico. As informacdes das coordenadas x, y e z foram salvas para uso posterior
(GODOI et al., 2013; SIRISHA et al., 2018).

3.4.2 AVALIACAO DOS RESULTADOS DE DOCKING MOLECULAR
Os resultados foram avaliados utilizando as ferramentas Discovery studio
(https://www.3ds.com), Ligplot (WALLACE et al., 1995) e Pymol (YUAN et al., 2017) com

foco nas energias de ligacdo de Gibbs, distancias entre &tomos e orientaces das moléculas no

microambiente do sitio ativo da proteina cPLA2 de Danio rerio.
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Tabela 1 - Descricdes sobre o inseticida malathion e seus analogos apreciados nos experimentos de

docking molecular com a proteina cPLA2 de Danio rerio.

Nome do composto Cadigo Férmula Estrutura Formato 3D
PubChem
Acido dicarboxilico | CID: 14481 | CeH1106PS; o s 4
T e A
HO ’/\//\
(o]
Acido CID: CsH1506PS; o 8 g
monocarboxilico 3032927 NI p ~
e Gk T C
I Y
Dietil fumarato CID: CsH1204 H o
638144 HiC. O o CHs
o] H
Isomalathion CID: 91529 | CioH1906PS; - 2
: >I“’—S OCH,CHs
CHas OCH»CHs
(o]
Mala6xon CID: 15415 C10H1907PS o Jli
0" CHa } \/ -
0 g
Hacoﬁu’ﬁs O _~CHa 7 \I‘
<|)(:H3 o : »ij_/\\
Malathion CID: 4004 C10H1906P82 e Q ) -
B \(lj 0 cH, Y .]_/
Hsc\O/E\S I O _~CHs J.L‘-?:

3.5 ATIVIDADE ENZIMATICA DA FOSFOLIPASE A2

3.5.1 CULTIVO E MANEJO DOS ORGANISMOS

O presente trabalho foi encaminhado & Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
do Instituto de Biociéncias do CLP e aprovado sob o protocolo n° 09/2022. Os peixes da espécie

Devario malabaricus foram obtidos em loja de aquarismo e apds a aclimatacdo, mantidos em
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aquarios com agua isenta de cloro com pH neutro (7,2) e temperatura média de 25°C, sistema
de aeracdo e filtracdo UV, e fotoperiodo natural de 12h. Cumprindo um periodo de quarentena
por 15 dias, o manejo dos organismos foi realizado de acordo com 0s procedimentos e
orientacdes da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas e Organizacdo para Cooperacao
Econdmica e Desenvolvimento e Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
(ABNT 2004; DAMMSKI et al., 2011; OECD, 2013; BRASIL, 2023).

3.5.2 TESTE DE EXPOSICAO AO MALATHION IN VIVO

Os testes de determinacdo da CL50 (concentracéo letal 50%) em 24h foram conduzidos
no Laboratorio BIOMOLPEP na UNESP-CLP. Para os testes, foi utilizado o inseticida
malathion Dimmy (Dimethyson, composicdo 5% p/p de Malathion e 95% p/p de solventes).
Adultos do peixe Devarius, adquiridos comercialmente, foram aclimatados por 15 dias em
tanques de 50L.

Para o célculo da CL50, foram utilizados o método de Probits (FINEY, 1971) e
regressao linear no programa Excel. Os valores de porcentagem de mortalidade (%) foram
substituidos por valores tabelados e uma analise de regressdo linear foi realizada para
determinar o coeficiente de regresséao (b) e intercepto (a). Por fim, a determinacéo da CL50 foi
realizada por meio da equagao (y=ax+b).

Para o experimento, os peixes foram mantidos em quarentena de 24 horas, separados
em grupos de 5 e acondicionados em recipientes com 3 litros de agua potavel. Todos 0s
recipientes continham sistema de aeracao durante todo o periodo do experimento. Os célculos
foram realizados de acordo com a concentracéo inicial do inseticida e o volume total de agua
utilizado em cada tratamento a partir de uma solucédo estoque.

No total foram elaboradas cinco concentragdes em duplicatas, sendo um controle (0 %)

e 0s demais tratamentos com 0,01, 0,02, 0,03 e 0,04 % da solugéo.

3.5.3 EXPERIMENTOS BIOQUIMICOS

Apo0s 24 horas de exposicdo os peixes que sobreviveram foram eutanasiados em gelo
para encerrar o sofrimento dos animais. Apos a eutanasia, foi utilizado nitrogénio liquido para

congelar os organismos individualmente, em seguida foram armazenados em -80°C.
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As amostras foram processadas com o auxilio de almofariz e pistilo e acondicionadas
em tubos falcon, em seguida, agitadas em vortex e levadas ao banho ultrassénico por 5 minutos
para homogeneizacéo e depois, centrifugadas por 10 min a 4°C a 13.000 rpm.

As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro a 425 nm para
determinacdo de conteudo de proteinas pelo método de Bradford (KRUGER, 2019). Para
determinacdo da atividade enzimatica, o extrato bruto contendo PLA2 foi solubilizado com
solucéo salina a 9% e submetido a banho de ultrassom.

A solucdo com concentracdo de malathion comercial 0,5% (p/v) (Dymethison, Brasil)
foi diluida em &gua ultrapura até atingir o limite permitido para aguas superficiais brasileiras
de acordo com a legislacdo (CONAMA 357/2005).

O substrato utilizado foi acido 4-nitro-3-octanoiloxibenzéico (NOBA) (PubChem ID:
20112083), diluido em uma concentracao (2mg / mL) com acetonitrila (100%) e submetido a
banho ultrassénico.

O extrato bruto de PLA2 de peixe teve a concentragdo ajustada para 1 mg/mL por
analise de concentracdo de proteina (Bradford), posteriormente, em microplaca de 96 pocos
(ELISA), as solucdes foram pipetadas sendo adicionado ao extrato bruto de PLA2: tampéo (175
pL Tris-HCL), 50 pL de solugdo salina e antes da incubagéo, 25 uL de NOBA. O substrato foi
adicionado ap6s a incubacao por 20 minutos em local escuro. As amostras foram analisadas em
um espectrofotdmetro UV-VIS a 405 nm SPECTRA MAX (Molecular Devices, CA) durante
60 minutos (Pires et al. 2013). Os resultados foram expressos como as médias = SEM e as
diferencas entre as médias por ANOVA com auxilio do software GraphPad Prism
(SCHWAIGER et al., 2004).

4. RESULTADOS
4.1 ALINHAMENTOS DAS SEQUENCIAS

A sequéncia de residuos da proteina cPLA2 (UNIPROT: P50392) de zebrafish foi
comparada com as sequéncias de outras espécies como humanos (taxid: 9606), coelhos (taxid:
9986) e roedores (taxid:9823). As sequéncias apresentaram valor de identidade superior a 70%,
e-value 0.0 e cobertura de 98%. Com a finalidade de demonstrar o resultado do alinhamento,
foram analisadas as sequéncias FASTA das proteinas na plataforma BLAST e o resultado do

alinhamento esta representado na Figura 4.
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Figura 4: Representacdo do alinhamento multiplo entre as sequéncias das proteinas cPLA2 de
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zebrafish, humanos, coelhos e roedores. Legenda: (*) similaridade; () divergéncia e 0s es espacos em

branco sdao GAPS. Fonte: Do autor.

4.2 CONSTRUCAO DO MODELO

Foram criados um total de 25 modelos para a proteina (cPLAZ2) utilizando a ferramenta
Modeller verséo 10.1 e selecionados de acordo com o menor nimero de DOPE score. O modelo
definido foi entdo reproduzido no software Pymol e a representacdo em 3D esta ilustrada na
Figura 5.

4.3 VALIDACAO

A etapa de validacdo foi realizada na plataforma Molprobity onde foi necessario fazer
upload dos modelos analisados no formato .PDB e adicionar cargas de hidrogénio para
refinamento das estruturas. Em seguida foram gerados os gréficos de Ramachandran para
determinar a qualidade dos modelos. O modelo selecionado para a proteina cPLA2 demonstrou
boa qualidade com Z-score de 0.04 +/- 0.30, além de 93.49% dos aminoacidos em regides
favoraveis representados no grafico de Rhamachandran, expressado na Figura 5. Quanto a
estrutura secundaria, a CPLA2 possui 709 residuos de aminoacidos composta com 35% por a-

hélice, 17% com folhas-B e regides de algas 48%.

General case

\)
<

168 Lys ogma

Figura 5: Imagem 3D do modelo da proteina cPLA2 de zebrafish desenvolvido no software Modeller
e reproduzido no Pymol. Gréfico de Ramachandran da proteina cPLA2 de zebrafish para valida¢éo do

modelo, desenvolvido na plataforma Procheck.
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4.4 DOCKING MOLECULAR

O experimento de docking molecular foi realizado no programa AutoDock 4.2.6 para as
fosfolipases A2 citosolica de Danio rerio com o MLT e seus derivados. A seguir, estdo 0s
resultados desenvolvidos e analisados nos softwares Pymol version 2.4.1, Discovery Studio
2021 e LigPlot" v.2.2.4 e assim cada uma das proteinas com os ligantes foram examinados
individualmente.

A cPLAZ2 de Danio rerio apresenta em seu sitio catalitico os residuos de aminoacido Ser
223 e Asp 540. O Grid Box foi elaborado de acordo com Sirisha et al. (2018) utilizando o
software AutoDock 4.2.6, com um tamanho adequado para que encobrisse totalmente a regido
de catalise da proteina. Com as seguintes coordenadas X=48.99; Y=-5.26; Z=58.92. Para
selecionar as melhores interacGes proteina-ligante, foi utilizado como indicativo de alta
afinidade os dados de energia livre de Gibbs (AG), o desvio quadratico médio (RMSD).

O é4cido dicarboxilico apresentou uma distancia média de 2,99 angstrons (A) entre as
ligacGes moleculares e energia livre de ligacdo de -5.5 Kcal/mol. Com quatorze interacGes de
van der Waals e dentre estas esta o residuo de aminoacido do sitio catalitico Asp 540; o outro
residuo da diade catalitica a Ser 223 apresentou uma ligacao de hidrogénio. Também tiveram
duas ligacdes de hidrogénio com a Asn 546. O residuo Glu 412 conteve dois tipos de interacdo,
uma ligacdo de carbono hidrogénio e outra de atracdo de cargas com o fésforo da molécula
analisada. E por fim, o residuo Gly 192 revelou uma interacdo desfavoravel entre doador-
doador.

O composto acido monocarboxilico apresentou uma distancia média de 3,13 A entre as
ligagdes intermoleculares da proteina cPLA2 e energia livre de ligacdo de -5.2 Kcal/mol.
Demonstrou 14 interacGes de van der Waals, incluindo o residuo de aminoécido do sitio
catalitico Ser 223. Duas ligagdes de hidrogénio com os residuos Asn 546 e Ala 569, além de
duas ligagdes covalentes do tipo Alquil com a Ala 391 e Met 411 e uma ligacdo covalente
carbono hidrogénio com o residuo Ser 568.

O dietil fumarato teve distancia média de 3,12 A nas interacdes moleculares com a
proteina e energia livre de ligacdo de -5.0 Kcal/mol. Um total de 9 intera¢des de van der Waals,
incluindo os residuos do sitio catalitico Ser 223 e Asp 540. Duas liga¢des do tipo Alquil com a
Ala 391 e Met 411. Além de uma ligagéo entre carbono hidrogénio com o residuo Ser 568.

O isomalathion apresentou uma distancia média de 3,13 angstrons nas interagdes
moleculares e energia livre de ligacdo de -5.4 Kcal/mol. Um total de 8 interacdes de van de
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Waals foram identificadas, incluindo o residuo do sitio catalitico Ser 223. Também foi
constatado uma ligagéo de hidrogénio com a Ala 569, duas ligagdes de carbono hidrogénio com
os residuos Glu 412 e Ser 568, alem de duas interligacdes do tipo Alquil com a Met 411 e Lys
579.

O maladxon apresentou uma distancia média de 3,15 A nas interagdes moleculares com
a proteinas e energia livre de ligagdo de -5.6 Kcal/mol. Contendo nove interacfes de van der
Waals, duas ligac6es de hidrogénio com os residuos Asn 546 e Ala 569. Ligac6es de carbono
hidrogénio também ocorreram entre os residuos Glu 412, Asn 546, Ser 568 e Phe 545. O residuo
Glu 412 também apresentou uma interacdo por atracdo de cargas com o atomo de fésforo da
molécula. E interacGes do tipo Alquil foram detectados entre os residuos Lys 579 e Leu 583.

Em relacéo as interacGes moleculares do malathion, este apresentou uma distancia média
de 3,18 A e energia livre de ligacdo de -5.4 Kcal/mol. Com nove ligacdes de van de Waals,
incluindo os residuos do sitio catalitico Ser 223 e Asp 540. Interagdes do tipo Alquil também
foi encontrada entre a Ala 391, Met 411 e Leu 415. Além de ligagGes de carbono e hidrogénio
com os residuos Thr 544 e Ser 568. Os dados de todas as interacdes estdo representados na
Tabela 2.

Os ligantes malathion, isomalathion e 0 maladxon sdo os mais comuns na literatura e o
resultado das interacGes com a proteina cPLAZ2 estdo descritos estdo na figura 6, com destaque
para a regido do bolsédo catalitico onde é possivel observar os trés ligantes supracitados, com

énfase para o malathion e os residuos do sitio catalitico.

Tabela 2: Interagdes moleculares da proteina cPLA2 de zebrafish com o malathion e seus analogos,

analisadas nos softwares Discovery e LigPlot*
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Figura 6: A: Formato tridimensional da proteina com destaque para o bolsdo catalitico com o0s
principais ligantes, B: Malathion em azul, Isomalathion em amarelo e Malaéxon em verde, C: Malathion

e os residuos de aminoacidos do sitio catalitio Ser 223 e Asp 540.



4.5 EXPOSICAO AO MALATHION

A exposicdo dos peixes ao MLT resultou em mortalidade total dos espécimes a partir da
concentracdo de 0,03 % (100%). Desse modo, verificou-se a sobrevivéncia de todos os
organismos testes nas concentracoes 0; 0,01 e 0,02 % (Tabela 3). Dessa forma, a concentracdo
letal do MLT para Devario malabaricus é de 0,029% de acordo com o método de Probits. Os

resultados da CL50 estdo demonstrados na figura 7.

Tabela 3: Resultados do experimento in vivo dos peixes expostos ao malathion em diferentes

concentracdes.
Concentracéo Total (n) Sobreviventes Mortos
0 pL 10 10 0
0,01 puL 10 10 0
0,02 uL 10 10 0
0,03 uL 10 0 10
0,04 uL 10 0 10

120

y = 219,99x - 1,4666
100 R2=0.75 ]

40

% Mortalidade
3

20

0 0,01 0,02 0,03 0,04
Concentracao (%)

Figura 7: Demonstracéo do gréafico referente ao célculo da CL50 de acordo com o método
de Probits e regresséo linear desenvolvidos no programa Excel. Determinado por meio da equacéo

(y=ax+b).
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4.6 ATIVIDADE ENZIMATICA DA FOSFOLIPASE A2

Os resultados do ensaio de inibicdo da atividade enzimatica da fosfolipase A2 estdo
demonstrados na Figura 8. Pode-se observar inibicdo da enzima fosfolipase A2 na concentracdo
de 0,02 e 1 % de MLT confirmado pelo teste estatistico ANOVA (F = 18,86; p<0,01).

1.40 - —e—BK
1.20 H —e—0
E 1.00 - 0.02
S 080 - -
g
< 060 -
> 0.40 -
0.20 -
0.00 +<=<e—e—o—0—0—0—0—0—0—0—0—90
0 20 40 60
Tempo (min)

Figura 8: Atividade enzimética da fosfolipase A2 de Devario malabaricus contra o inseticida
malathion.
5. DISCUSSAO

Estudos in silico atualmente sdo utilizados para predizer interacdes entre proteinas e
diversos ligantes. No presente estudo, foi criado modelo tridimensional de fosfolipases A2
citosélica de zebrafish, os quais foram testados com o malathion e seus analogos.

Os modelos desenvolvidos foram embasados na similaridade das sequéncias com
identidade superior a 70% utilizando técnicas de bioinformética, em seguida foram validados
com a construcéo dos graficos de Ramachandran utilizando o programa Procheck. Os resultados
desse estudo demonstraram mais de 90% de residuos de aminoacidos situados em regifes
favoraveis do modelo (HAGEN, 2000; SANTOS-FILHO et al., 2001; DE ARAUJO et al.,
2008; CALIXTO et al.,, 2013). Considerando que o sitio ativo das proteinas moldes
assemelham-se com os modelos desenvolvidos como pode ser visto no alinhamento de
sequéncias, pode-se inferir que os efeitos podem ser semelhantes, considerando humais e outros
animais. Em uma pesquisa similar exceto pelo tipo de ligante, que no caso foram contaminantes
como furanos e benzopirenos, foi possivel notar que os receptores celulares a base de proteinas

35



pode constituir afinidade com esses compostos e causar efeitos negativos a nivel celular e
molecular (WU et al., 2009; XIAOLIM et al., 2012).

Ainda é pouco estudada a relacdo da fosfolipase A2 com inseticidas e seus metabdlitos.
Verifica-se uma lacuna na bibliografia acerca da interacdo entre o sitio ativo da proteina e
organofosforados. A grande maioria das pesquisas estd relacionada com a enzima
acetilcolinesterase (AChE) de peixes e a inibi¢cdo por malathion, bem como as consequéncias
do acimulo de acetilcolina.

No geral, os resultados deste estudo demonstraram que os atomos dos ligantes estiveram
associados por meio de interagdes hidrofobicas, ligaces de hidrogénio e covalentes (alquil).
Para os acidos mono e dicarboxilico, o sitio catalitico das duas proteinas interagiram por meio
da forca de van der Waals e ligacéo de hidrogénio (Ser 223). Uma das hipdteses aventadas sobre
a possivel interacdo com o malathion e seus derivados é que a PLA2 tem comportamento
semelhante a AChE, também uma hidrolase (CALIC et al., 2006).

Essa hipdtese é sustentada por um trabalho conduzido por KRYSAN e GUSS (1971),
onde foi verificada a inibicdo da lipase de ovos de inseto por organofosforados. O malathion e
seus metabdlitos inibem a atividade enzimatica através do processo de fosforilacdo do residuo
de aminoécido serina. No caso da AChE o resultado é a acumulacdo de acetilcolina e
hiperestimulacdo do sistema colinérgico que inclui efeitos neuromusculares e no sistema
nervoso (COLOVIC et al., 2013; REED; RUBIN, 2014; KING; AARON, 2015; SLOTKIN,
2004).

A ligacdo do malathion a outros tipos de lipases pode ser um meio de hidrolisar o
organofosforado, como observado em ROSENBAUM et al. (1988) em testes in vivo,
proporcionado assim, a reducdo da concentracao livre desse inseticida. No entanto, o fato do
malathion interagir com o sitio catalitico das proteinas, pode promover a interagdo com 0s
fosfolipidios de membrana e o ciclo da remodelagdo da mesma causando um desequilibrio nos
niveis do AA e lisofosfolipidios (PAF), substratos fundamentais para as fosfolipases.

Pesticidas como o malathion exercem seus efeitos toxicos, principalmente no sistema
nervoso pela atuacio de diversos mecanismos de homeostase do Ca?*. A ativagio da cPLA2
envolve processos pds-traducionais com o aumento da concentragdo de Ca?* intracelular,
fosforilagéo por proteina-quinase especifica de serina e treonina (MAPK) e ficotoxinas (acido
ocadaico). A fosforilacdo por MAPKSs nos residuos de serina 505 e 727 localizados no dominio
catalitico, promove a otimizacdo da atividade enzimatica (CLARK et al., 1995; EPSTEIN et
al., 2009; KOKOTOU et al., 2017).
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O controle da regulacdo da enzima é complexa e envolve mecanismos de alteracdo dos
niveis de Ca?* intracelular. O aumento da concentracio deste ion é capaz de ativar a enzima e
promover a translocacdo do citoplasma para a regido de membrana do reticulo endoplasmatico,
onde ligam-se dois fons de Ca?* na face de liga¢&o do dominio C2. Esta ligagdo proporciona um
aumento da hidrofobicidade da regido, permite a translocacdo e garante a estabilidade da
proteina a membrana (LESLIE, 2015).

Dessa forma, o dominio catalitico que é independente de Ca?" alcanca a regifo da
membrana e se liga com o auxilio do residuo de Trp 464, o qual € responsavel por estabelecer
este vinculo. O aumento da concentracdo intracelular de Ca?" promove o deslocamento da
enzima do reticulo endoplasmatico para a regido de membrana do envelope nuclear. Onde
novamente a face de ligagdo de Ca®* se liga @ membrana, o residuo Trp 464 estabiliza a enzima
e o sitio catalitico € ativado promovendo a clivagem dos fosfolipidios (GIJON et al., 1999;
LESLIE, 2015; SIRIANANT et al., 2016).

Agentes organofosforados apresentam moderada toxicidade e sdo comumente referidos
como agentes nebulizadores e usado como arma gquimica em guerras. A interacdo com enzimas
PLA2 do grupo VII, por exemplo, pode ser interessante para explorar a reatividade de
organofosforados, pois estd presente no sangue e células de vertebrados, caminho por onde 0s
agentes nervosos percorrem até seu alvo final na sinapse nervosa, sob o paradigma dos
sequestradores cataliticos (ROSENBAUM et al., 1988; ROBERTS; AARON, 2007;
SAMANTA et al., 2009; EPSTEIN et al., 2009).

Em pesquisas sobre a interacdo de pesticidas e eicosanoides, esse ultimo um mediador
lipidico derivado da reacdo enzimatica da PLAZ2, observam-se que o efeito inibidor de
prostaglandinas D2 (PGD2) podem surgir da inibicdo de multiplos elementos da cascata AA,
incluindo fosfolipase A2, enzimas COX que produzem prostaglandinas H2 (PGH2), e as
reacOes a jusante que convertem PGH2 em PGD2 (MEVES, 2008; KUGATHAS et al., 2016;
TALLIMA; EL RIDI, 2018).

A observacédo desses autores mostra que a suplementacdo de AA falhou em resgatar o0s
efeitos de inibi¢do de PGD2 o que sugere que 0 mecanismo de a¢do pode ser reduzido a inibicdo
de COX e/ou a eventos a jusante envolvendo a conversao de PGH2 em PGD2. A inibicdo da
sintese de PGD2 também pode ser uma consequéncia da regulacdo negativa da expressdo da
enzima COX, mas esta possibilidade nao foi demonstrada na literatura. Em relacéo as isoformas
de ciclooxigenases, WALKER e MCELDOWNEY (2013) demonstraram que a COX2 de

peixes (trutas), cladoceros (Daphinias) e anfibios (Xenopus) se liga a anti-inflamatérios e
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também horménios presentes na &gua. Esses autores utilizaram métodos in silico e
corroboraram os resultados tedricos com pesquisas experimentais provenientes da literatura
(MARKWORTH; CAMERON-SMITH, 2013; RICO-MARTINEZ et al., 2016).

Na pesquisa realizada por ARIAS-ALMEIDA e RICO-MARTINEZ (2011), foi
verificado a inibicdo em 50% da enzima PLA2 em concentracOes traco de DDT (0.96 x 10-6
pg/L) e mais elevadas para metil parathion (69 pg/L). O uso de biomarcadores moleculares
como as esterases e PLA2 demonstrou ter maior sensibilidade a outros testes padronizados que
usam como “endpoint” a mortalidade por exemplo (BURBANK; SNELL, 1994) com
sensibilidade 22 vezes maior do que testes de toxicologia agudos tipicos (PEREZ-LEGASPI;
RICO-MARTINEZ, 2003; MANGAS et al., 2017).

Por outro lado, pesquisas identificaram uma estimulacdo da atividade enzimatica de
fosfolipases incubadas com malathion, o que pode estar relacionada a associacao da enzima
com componentes da membrana hidrolisada como a fosfoetanolamina e fosfatidilcolina. Num
estudo com pesticidas organoclorados, verifica-se que devido as alteragdes do meio, na
interacdo lipidio-proteina bem como associa¢do entre o pesticida e a membrana, as fosfolipases
ndo exercem sua atividade catalitica (DESCHROEDER; DEDANGELO, 1995).

Neste trabalho, os peixes foram expostos a deferentes concentracGes de malathion por 24
horas. A concentragéo letal de malathion para Devario malabaricus realizada neste trabalho foi
de 0,029%. De acordo com a classificagdo de Zucher (1985) para organismos aquaticos, o
malathion se apresenta como extremamente toxico. De Souza et al. (2015) analisou diferentes
concentracdes de malathion em testes ndo estaticos de toxicidade aguda em peixes da espécie
Colossoma macropomum com exposicdo de até 96 horas e a CL50 foi de 15.77 mgL™. A
concentracdo letal demontrada no presente trabalho foi inferior, entretanto, o modelo animal

que foi utilizado para andlise apresenta tamanho corporal inferior.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da escassez de dados sobre PLA2 em peixes foi possivel construir modelos
realisticos que permitiram a elucidacdo das proteinas como a regido do sitio ativo bem como as
estruturas secundarias. A partir dos resultados de docking molecular, foi possivel observar que
o malathion e seus analogos interagem com a regido catalitica da proteina cPLA2 e seus
respectivos residuos de aminoécidos. O &cido dicarboxilico e monocarboxilico, metabolitos do

malathion foram os principais ligantes devido as ligagdes de hidrogénio com o sitio catalitico.
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Apesar de ser considerada uma ferramenta importante para estudos moleculares, as anélises in
silico sdo apenas predi¢Oes sobre possiveis interagdes moleculares entre as proteinas e 0s
ligantes.

Em relacdo a avaliacdo da atividade enzimatica, o presente trabalho apresenta resultados
de uma inibicao significativa da atividade da fosfolipase A2. Para o experimento, foi utilizado
0 extrato homogeneizado do tecido corporeo dos organismos que foram expostos a diferentes
concentracgdes in vivo ao malathion.

Para melhor entendimento quanto ao tipo especifico de PLA2 encontrada em diferentes
0rgdos e tecidos do peixe Devario malabaricus. Portanto, recomenda-se que seja realizado o
isolamento da proteina em diferentes tecidos para especificar qual o tipo de fosfolipase esta
atuando no processo.
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cPLA2zf MSNIIVEHQYSHRLKLTVVRAENVTKGAFGDLLDTPDPYVELSVPTTPESRKRTRHINND 60 Fig. 1. Sequence alignment of human cytosolic
cPLA2hs - -HIIVEHQYSHKF TWVLRATKVTKGAFGOMLDTPDPYVELFISTTPDSRKRTRHFNND 58 phospholipase A2 enzyme (cPLA2hs) and zebrafish

sennaEeR; s, s Bs08 g% ss.asasssssss ; Bes;sesesen.ses
A s 4 > ¢ < 2 cytosolic phospholipase A2 (cPLA2zf). The regions
cPLA2zF INPKWNETFEF ILDPNQSNVLEVTLMDANYVMDETLGTAKYSLSKLKVAQMEHVTLSIGK 120 highlighted in red represent the catalytic dyad of both
cPLA2hs INPVWNETFEF ILDPNQENVLE ITL}‘DANYVH)ETLGTATFTVSSH(VGEKKEVPF IFNQ 118 enzymes (zebrafish, Ser223 and Asp540; humans,
i ettt e s S Ser228 and Asp549). The asterisk (*) represents
PLA2zf TTKVFLDLLLEVCASTDLRFSMTLCDQEKL FMQTRRORVMLS IKKL LKMENPRFLPSSPR 180 Congerved, feslonsiandia colon/[) sepresents diffcrent
<l 2z 35 A 5 5 )
cPLA2hs VTEMVLEMSLEV(SCPDLRFSMALCDQEKTFRQQRKEHIRESMKKLLGPKNSEGL -HSAR 177  Tegions. This figure was obtained in CLUSTAL W. (For
L e w ow wommww e o ow o interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the Web version of
cPLA2zF EVPTIAILGSGGGFRAMVGFSGVMKALYESGVFDCATYVAGLEIGS THYMSMLYSHPEFPA 240 this article.)
cPLA2hs DVPWAILGSGGGFRAMVGFSGVMKALYESGILDCATYVAGLEGS TWYMSTLYSHPDFPE 237
seE_; EEEESEESEERAEREE ssans; . asEEEBEEEE e
cPLA2zf KGPGDINKELMNRVSNNPLKLLLPQNINRYVKALWKKKSAGQPVTFTDIFGMLIGETLIP 300
cPLA2hs KGPEEINEELMKNVSHNPLLLLTPOKVKRYVESLWKKKSSGQPVTF TDIFGHLIGETLIH 297
Pt
cPLA2zf GRMNIKLSSLKGKINEGQSPLPLFTCLHVKPDVSE LMFADWVEFSPYEIGMAKYGTFMSP 360
cPLA2hs NRMNTTLSSLKEKVNTAQCPLPLFTCLHVKPDVSE LMFADWVEFSPYEIGMAKYGTFMAP 357
cPLA2zF GLFGSKFFMGSVVKQYEENPLHF LMGVWGSAFSTLFNRVLGVKETTS - SSTMEEELEQIK 419
cPLA2hs DLFGSKFFMGTVVKKYEENPLHF LMGVWGSAFSTLFNRVLGVSGSQSRGSTMEEELENIT 417
cPLA2zf PEHIVGDDSADNEEETQ-RGGTESADAEDERQRHAQASWVQRMLTSIMGDTTLFTTREGR 478
cPLA2hs TKHlVSNDSSDSDDESHEPKGTENEDAAGSOVQSDNQASHIHRMIMALVSDSALFNTREGR 477
cPLA2zf AGKVHNFMLGLNLNSTLPFSPFSGI THQTSLEEEV- -DAVTDPDEF ERTYEPLDVKSKKT 536
cPLA2hs AGKVHNFMLGLNLNTSYPLSPLSDFATQDSFDDDE LDAAVADPDEF ERIYEPLDVKSKKI 537
SESEERSNRRARER: s R EM. R, so W Brers ittt tieits
cPLA2zF xﬁgLTFNLPVPLILR(QRGVDLIISFDFSARPSDSSPPFKELLLAEKNARNNKLPFP 596
cPLA2hs LTFNLPYPLILRPQRGVDLIISFDFSARPSDSSPPFKELLLAEKWAKMNKLPFP 597
BN ENEEASEEEESEES SEEESEESEESSESSESNESNSEENSSERSEES; RANREEE
cPLA2zf KIDSKVFDREGLKECYVFKPAKGD - - KNCPTIIHFVLANINFRNFKAPGVPRDSDKDIEF 654
cPLA2hs KIDPYVFDREGLKECYVFKPKNPDMEKDCPTITHFVLANINFRKYKAPGVPRETEEEKET 657
cPLA2zf GDFDIFDEPASPYSTFNFKYNNQAFKRLHDLMEFNTLNNIEVIKEATKDSILLRRENPAR 714
cPLA2hs ADFDIFDDPESPFSTFNFQYPNQAFKRLHDLMHFNTLNNIOVIKEAMVESTEYRRQNPSR 717
cPLA2zF CSVSLSLSETENKKFLKRDNSTAKRPT 741
cPLA2hs CSVSLSNVEA- -RREFNKEF - ---- - 735

2. Introduction

The enormous advance of molecular biology techniques such as
genome sequencing, production of big data, proteins discovery and
other biological data, emphasize the need for computing through bio-
informatics. In silico methods allows to determine the function and ter-
tiary structure of proteins as well as to predict possible implications of
the structure and function of these macromolecules in contact with in-
hibitors or ligands (Calabrese et al., 2009; Capriles et al., 2010 and
Capriotti and Altman, 2011). Studies related to bioinformatics and
analysis of genomic data reveal that some organisms, represented by
Danio rerio (zebrafish) which have two abundant groups of phospholi-
pases A2 (PLA2). These enzymes exhibit great structural similarities
with PLA2 cytosolic calcium dependent (cPLA2) from human (Huang
etal., 2015; Kim et al., 2018).

Homology modeling methods are used to elucidate the tertiary
structure of proteins and are increasingly used in proteomics. This
technique, also known as comparative protein modeling, is one of the
most accurate procedures, producing useful models of great magnitude
from already existing sequences. All current protein homology modeling
methods consist of four steps: target structure and template selection;
alignment; model construction and evaluation (Santos-Filho and Alen-
castro, 2003). Comparison with known structures promotes important
applications for the study of some compounds, including the proteins
interaction with bioligands to be applied in three-dimensional structures

of proteins (Wu et al., 2009).

Molecular docking is a well-established in silico technique which the
main objective is the discovery of new drugs and their relationship with
macromolecules. Through this, it is possible to identify new compounds
for therapeutic purposes, predict interactions between target-ligands at
the molecular level, and delineate the relationship between chemical
structures (Pinzi and Rastelli, 2019). In addition, docking allows pre-
dicting the effects of emerging pollutants in the aquatic environment
considering the homology between human and aquatic animal enzymes.
In a study carried out with several aquatic vertebrates, it was possible to
evidence the interaction between anti-inflammatory drugs and the
respective enzymes present in these organisms (Walker and Mceldow-
ney, 2013; Kumar et al,, 2019).

The Group 4 (G4) phospholipase A2 family is composed of six
intracellular enzymes commonly called cPLA2 alpha, cPLA2beta,
cPLA2gamma, cPLA2delta, cPLA2epsilon, and cPLA2zeta. These en-
zymes exhibit a high molecular weight with a catalytic domain
composed by conserved Ser/Asp dyad, which contain residues involved
in protein regulation that can be described as a phosphorylation site
(Leslie, 2015). Therefore, enzymes which belong to cPLA2 family are
characterized by the presence of a C2 domain in their N-terminal region,
responsible for Ca®" -dependent association with membrane, except for
cPLA2y, in which this domain is absent (Ghosh et al., 2006; Bavec, 2011;
Leslie, 2015 and Stahelin, 2016). These macromolecules are cytosolic
enzymes present in some cells such as macrophages, platelets and kidney
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cells, which intercede the release of arachidonic acid (AA) leading to the
production of eicosanoids (Clark et al., 1990).

Activation of cPLA2 involves post-translational processes like an
increased intracellular Ca®' concentration, phosphorylation by specific
serine and threonine protein kinase (MAPK) and phycotoxins (okadaic
acid). The rise of Ca®" concentration provides the protein translocation
from the cytosol to Golgi complex membranes, endoplasmic reticulum
and nuclear envelope (Gijon et al., 1999).

The enzyme amino-terminal region presents binding loops for Ca*"*
In this region two ions bind on the C2 domain binding face with the
membrane, which provides an increase in the hydrophobicity of the
region, allows translocation and ensures protein stability. Thus, the
Ca?"-independent catalytic domain is installed in the membrane with
the tryptophan residue support that establishes the connection (Leslie,
2015). The enzyme catalytic domain is composed by a core a/p hydro-
lase region conserved throughout many different lipases and esterases
(Burke and Dennis, 2009; Bauer et al., 2020).

Several biological responses can be observed in fish, including
chemicals bioaccumulation, biomarkers used in the assessment of
environmental risks, physiological and even morphological variations
(Van der Oost et al., 2003). In this context, fish attract much attention in
biomonitoring of water pollution due to specific intrinsic characteristics
(Zhou et al., 2018). Among them are: (a) relatively large size, (b) long
life cycle, (c) ease of growth, etc. Phylogenetic PLA2 relationships reveal
zebrafish and other fish have at least three groups of phospholipases A2:
two secretory and one group of cytosolic PLA2 (Huang et al., 2015;
Murakami et al., 2015). Recently, two cpla2a genes (pla2g4aa and
pla2g4ab) were identified in zebrafish and the cpla2a gene is involved in
prostaglandin synthesis in its ovary (Tang et al., 2017).

Organophosphorus are compounds used in agriculture crops and
against disease-carrying insects. Due to short halflife, this chemical
produces some metabolites in aqueous medium. For example, their
malathion analogues inhibit PLA2 and other esterases activity such as
butyl cholinesterase (BChE) in a dose-dependent manner (Petroianu
etal., 1997; Epstein et al., 2009). Therefore, it is essential to understand
the mechanism that involves PLA2 and xenobiotics interaction. The
present study aimed to build a molecular model of zebrafish cPLA2 and
to characterize the interaction between malathion metabolites and
enzyme catalytic site using bioinformatics tools.

3. Materials and methods

Insilico analysis involves two basic steps: (a) prediction of the ligand
conformation, as well as its position and orientation within the molecule
structure; (b) assessment of binding affinity. These two steps are related
to the data collection methods and respective scoring schemes. Under-
standing the location of catalytic sites significantly increases docking
efficiency (Meng et al., 2011).

3.1. Identification and selection of target protein

The first step for model development was to identify the homology
between human cytosolic PLA2 (PDB: 1CJY) and zebrafish sequences
(Uniprot: P50392) by screening in RCSB Protein and UniProt databases.
The search for template and target proteins has as main objective to
correlate the sequences through an algorithm that aims to find the
similarity between them. Enzymes sequences with similarity >30%
were selected using the basic local alignment search tool (BLAST) (Alt-
schul et al, 1997; Santos-Filho and Alencastro, 2003). The query cover
and identify percentual (%) were used to select best model construction.
Our study demonstrates a greater similarity (72,6%) between PLA2 from
human and zebrafish amino acids sequences and catalytic site (Fig. 1).

3.2. Model construction and validation

The approach for building the model through the analysis of rigid
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1
Catalytic site ~ /"

N T

Fig. 2. Ribbon schematic visualization of the cytosolic phospholipase A2 pro-
tein model of Danio rerio developed on the Swiss-Model platform with emphasis
on the catalytic site Ser 223 and Asp 540. This image was developed using
Pymol software.

bodies was used. This analysis has the characteristic of building a model
from rigid bodies obtained from the main chains of the aligned regions.
It was necessary to insert the amino acid sequences in the Swiss Model
platform for the construction of the models. The selection of the best
model is related to the Ramachandran plot generated by the afore-
mentioned platform (Schwede et al., 2003; Waterhouse et al., 2018).
After the development of the model, it was necessary to identify
possible errors related to the selection of the target structure and mold.
Molprobity software (Chen et al., 2010) was used to minimize the energy
of the final protein structure. At this stage, the ProCheck software was
used for stereochemical evaluation and verification of the location of
residues in favorable and unfavorable regions (Laskowski et al., 1993).

3.3. Molecular docking

The ligand files were obtained from the PubChem platform in 3D
format with the.SDF extension. Then the AutoDock 1.5.6 application
was employed to add polar hydrogen atoms and aggregate the Kollman
charges. After all the modifications, the files were converted with the
extension.PDBQT (Teske, 2019). For the docking, it was necessary to
perform the calculations of the energy grid maps (grid Box) through the
AutoDock Tools program. The size chosen was sufficient to encompass
all the amino acids of the catalytic site microenvironment. The x, yand z
coordinate information were saved for later use corresponding to: X =
48.99; Y = —5.26 and Z = 58.92 (Sirisha et al., 2018).

Molecular docking experiments were performed using the Vina
AutoDock tool (Trott and Olson, 2009). As ligands, the following me-
tabolites of the organophosphate in question were evaluated: malathion
(PubChem: 4004), malaoxon (PubChem: 15,415) and paraoxon (Pub-
Chem: 9395). Preliminarily, 250 docking simulations were performed
on the Swiss Dock Platform (https://www.swissdock.ch) to determine
the region with the most couplings. To fully understand the interaction
of the protein with the ligand, it was necessary to use the Chimera
software to dismember the catalytic domain (C2) and perform a mo-
lecular docking study separately with malathion. For this purpose, a grid
box was created in order to encapsulate the entire domain region, so the
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Table 1 coordinates were X = 85,543; Y = 34,226 and Z = 55,131. Results were

Molecular docking results between phospholipase A2 cytosolic model from expressed as binding free energy (kecal mol-!) values.
Danio rerio with malathion and metabolites. Root means square deviation

(RMSD). 4. Results and discussion
PubChem ID Compound Gibbs energy of binding (keal mol-') RMSD
4004 Malathion -5.4 0.0 4.1. cPLA2 from zebrafish
15,415 Malaoxon =57 0.0
9395 Paraoxon -6.3 0.0 The identity percentage of the target protein (PDB code: P50392)

compared to human cPLA2 (PDB code: 1CJY) (template) was 72.67%
with a significance level of 0.00 (e-value). As seen in the Ramachandran
plot, it is possible to observe that most of the residues are positioned in
the favorable region 92.45%. The modeled protein has 704 amino acid
residues, exhibintg 236 a-helix residues, 122 residues in p-sheet and 346
in coil regions (Fig. 2).

Fig. 3. (A) Three dimensional and diagrams of mal-
athion and malaoxon derivative interaction with
cPLA2 protein from Danio rerio. The ligands are
highlighted in yellow (carbon), orange (sulfur) and
red (oxygen). (B) and (C) represent the interactions
visualization between ligands atoms and protein.
These figures were generated in Pymol, LigPLot™ and
Discovery and software respectively. (For interpreta-
tion of the references to colour in this figure legend,
the reader is referred to the Web version of this
article.)
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Fig. 4. Molecular interactions between the C2 domain of the cPLA2 protein
from Danio rerio with the compound malathion. The interactions were repre-
sented in the Discovery software.

4.2. Molecular docking

The value of Gibbs free energy for malathion was —5.4 keal mol-!,
while for malaoxon the value was —5.7 keal mol-! (Table 1). It can be
seen that the insecticide in its synthetic state made a hydrogen bond
with the alanine residue. On the other hand, results with malathion
showed van der Waals interaction with the catalytic dyad residues (Ser
223 and Asp 540). Malaoxon establishes hydrophobic and van der Waals
contact to the catalytic site residue of ¢PLA2 (Ser 223) (Fig. 3a—c).

The docking results exhibited interactions between the catalytic
domain (C2) and the ligand with binding free energy of —3.6 keal mol-'.
It was possible to observe hydrogen bonds with arginine and tyrosine
residues besides to van der Waals interactions with serine, aspartic acid
and threonine residues (Fig. 4).

Organophosphorus compounds like malathion, malaoxon and para-
oxon can indeed binding to ¢PLA2, however, the interaction of mala-
thion or malaoxon are not stable in the catalytic dyad. Nonetheless,
strong interactions occur close to the cPLA2 active site, which is Ala 569
in the case of malathion or with Ser 568 and Ala 569 of malaoxon.
Epstein et al. (2009) reveals that it is possible to observe the complexes
formation between PLA2 VIII enzyme and several organophosphate
compounds. The interaction between residue histidine 195 and OPs
promotes the protonation of this amino acid and proton abstraction from
Ser together with the nucleophilic attack to paraoxon.

The water characteristics (pH, dissolved oxygen, luminosity, etc.)
influences malathion degradation and it is related to the formation of its
derivatives. Malaoxon is the most cited derivative in the literature,
which was present in 75% of surface water samples (Duttagupta et al.,
2020). Although several forms of malathion derivatives have already
been detected through analytical methods, we selected malaoxon for our
studies due to its abundance. In this sense, a cocktail of xenobiotics in
water due to agriculture practices, pharmaceutics and heavy metals
could imply toxic effects in aquatic organisms. Docking experiments
with cyclooxygenases 2 (COX-2) enzyme from Danio rerio, Xenopus laevis
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and Oncorhynchus mykiss demonstrated strong relationship with diclo-
fenac and ibuprofen (Walker and McEldowney, 2013). Also, using mo-
lecular docking and QSAR models, some authors investigated the
bisphenols activity, flame retardants polybrominated diphenyl ethers
and polychlorinated biphenyls acting as endocrine disrupting in human
and rat androgen receptors (Yang et al., 2009, 2016; Li et al., 2013).

Itis possible to notice that replacing the sulfur atom in the phosphate
group of malathion with an oxygen atom dramatically changes the
ability of the compound to interact with cPLA2 (Figs. 2 and 3). Paraoxon
was able to interact with ¢cPLA2 due to the presence of a nitrobenzoic
group that is the same found in many phospholipases and esterases
substrate (Toyama et al., 2022). This fact highlights that nitrobenzoic
group can integrate with certain crucial amino acids such as serine,
histidine and aspartic acid (Fig. 5). In this case, histidine seems to have
an essential role in the complex between organophosphates and PLA2
formation (Epstein et al., 2009).

Phospholipase A2 inhibition or overstimulation can lead to several
disorders, like AA accumulation. AA is the main metabolite generated
during inflammation, which promotes damage to the circulatory system
and a reactive oxygen species production. In addition, proinflammatory
mediators are generated by the AA release (lysophospholipids, eicosa-
noids, platelet aggregation factor) related to diverse neurological dis-
orders. Moreover, studies reveal that malathion and its analogues cause
mutagenic effect and changes in DNA, besides their clastogenic and
aneugenic effects, as well as neoplasms formation for both animals and
humans (Rezapour-Firouzi, 2017; Bastos et al., 2020).

Changes in AA metabolism can trigger oxidative stress and develop
reactive oxygen species (EROS) formation (Toyama et al, 2019).
Acetylcholinesterase has an active site with a catalytic triad consisting of
serine, glutamic acid, and histidine residues, which is also found in
several other esterases, but in the case of cPLA2, the catalytic site con-
sists of the ser-asp dyad. Hence, the histidine absence is crucial for the
non-stabilization of malathion or its derivatives to the active site. In
addition, malathion can damage the smooth endoplasmic reticulum
through intracellular calcium influx. This increase in calcium concen-
tration within the cell leads to the cPLA2 stimulation leading to mem-
branes translocation (Bittova et al., 1999; Hsu et al., 2019).

5. Conclusion

Here, we demonstrate the theorical interaction of malathion and its
analogues with a protein (PLA2) that is a precursor of the inflammatory
process that will contribute to innovative research. Malathion and its
derivatives, such as malaoxon, are carboxylic acid esters and can
potentially bind to the catalytic site of esterase and lipases. Future
studies are needed to elucidate the modulation of ¢cPLA2 enzymatic
activity against malathion and its metabolites. Molecular docking ex-
periments allows predicting possible biological changes in aquatic ani-
mals that can be useful to guide in vitro and in vivo tests.
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