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RESUMO 

 

As fosfolipases são enzimas de crucial importância para a síntese de mediadores inflamatórios 

tais como tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas que dependem da geração de ácido 

araquidônico. O malathion é um inseticida organofosforado atualmente utilizado para controle 

de insetos na agricultura e vetores de doenças como a dengue em áreas urbanas. Diante disso, 

este estudo consistiu em uma introdução geral, seguido de análises in silico utilizando 

ferramentas computacionais com o intuito de elucidar a região do sítio ativo, suas estruturas e 

ligações entre os átomos das moléculas. Dessa forma a proteína fosfolipase A2 citosólica de 

Danio rerio foi  modelada de forma comparativa mediante a restrição espacial e o modelo 

selecionado foi utilizado para análises de docking molecular à fim de predizer a interação da 

proteína com o inseticida organofosforado malathion e seus análogos. O modelo tridimensional 

da proteína foi construido no software Modeller e os experimentos de docking molecular 

realizados com o programa AutoDock 4.2.6. As interações foram elucidadas por meio dos 

aplicativos LigPlot+, Discovery e PyMol, buscando o entendimento sobre a interação do 

inseticida malathion e seus análogos com as proteínas acima citadas. Posteriormente, foram 

realizados os testes in vivo com a exposição de peixes da espécie Devario malabaricus expostos 

à diferentes concentrações de malathion para identificar a concentração letal e ensaios 

enzimático. Os resultados da modelagem de proteínas por homologia mostraram um valor de 

identidade superior a 70% comparando com as sequências de humanos, coelhos e outros 

animais vertebrados. Foram criados e selecionados modelos da proteína e os mesmos validados 

para estudos de docking, os resultados mostraram que as regiões dos sítios catalíticos da cPLA2 

interagiram com os átomos que compõe o malathion e seus metabólitos por meio de interações 

hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. Os testes in vivo resultaram na mortalidade total dos 

espécimes à partir da concentração de 0,03% e a sobrevivência dos organismos ocorreu apenas 

nas concentrações 0, 0,01, 0,02%. A concentração letal (CL50) foi de 0,029% para 50% da 

população.  O ensaio enzimático foi realizado com as concentrações 0, 0,02 e 1% e demonstrou 

que o malathion foi capaz de inibir a atividade enzimática da PLA2 nas concentrações de 0,02 

e 1% corroborando com os estudos teóricos. Dessa forma, foi possível corroborar as 

informações teóricas obtidas nos estudos de docking molecular com o ensaio in vivo e o estudo 

enzimático que o malathion é um inibidor da fosfolipase A2. 

 

 

Palavras-chave: Modelagem de proteínas; Docking molecular; Fosfolipase A2; Malathion; 

Agrotóxicos. 

  



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 cPLA2 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 PLA2 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. INTRODUÇÃO 

1.1 AGROTÓXICOS E INSETICIDAS 

A utilização de compostos químicos para controle de proliferações de insetos ocorre 

desde os anos de 1700 e desde então o número de produtos para esta finalidade só aumentou. 

Pesticidas são compostos químicos utilizados no controle de pragas urbanas e aplicados em 

sistemas de agricultura e armazenamento de grãos (FRIEDRICH et al., 2021; ETO, 2018; 

MAHMOOD et al 2016; POOL et al., 2005). 

No Brasil, agentes biológicos, físicos ou químicos utilizados para controle e extermínio 

de pragas são definidos como agrotóxicos e estão descritos no Artigo 2°, Inciso I 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 relação à quantidade de agrotóxicos utilizados anualmente, o Brasil é um 

dos países que mais se aplica compostos químicos, em razão da agricultura ser a atividade 

econômica predominante na maioria dos estados brasileiros. Como consequência do aumento 

na produção de alimentos, o número de agroquímicos multiplicou-se desde os anos 1970 até a 

atualidade (DAUFENBACK et al., 2022; DA SILVA; DE-CARLI, 2021; PIGNATI et al., 

2017). 

A classificação dos pesticidas é realizada de acordo com a sua função, por exemplo: 

acaricida, inseticida, larvicida, ovicida, raticida, etc. Também em relação à sua procedência, de 

origem vegetal, bacteriana e fúngica ou compostos orgânicos e inorgânicos. Pesticidas 

orgânicos possuem alta capacidade de ação fisiológica e sua composição química compreende 

átomos de carbono. Dentre este grupo os mais relevantes são os organoclorados e 

organofosforados (OF). Os organoclorados são compostos que apresentam átomos de cloro e 

carbono em sua composição, o que lhes conferem alta durabilidade e prejuízo ao meio ambiente, 

aos animais e humanos devido à sua lipossolubilidade podem bioacumular em tecidos adiposos 

(AMARO, 2012; AMARO, 2008; SANCHES et al., 2003). 

Os OF são compostos químicos que contém átomos de carbono e fósforo em sua 

composição. São comercializados para diversas finalidades como agricultura, usos domésticos 

e controle de vetores de doenças. Encontram-se disponíveis em: aerossol, granulado, líquido, 

em emulsões, pó e pastilhas. O motivo principal da utilização dos OFs é sua atividade biológica 

no sistema nervoso, meia vida curta, além de ter um baixo custo e fácil produção (VINHAL; 

SOARES 2018; BARBOSA et al 2009; SANTOS et al., 2007). 
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Os OFs englobam compostos como o malathion, parathion, diclorvos, 

dimetildiclorovinilfosfato e tetraetilpirofosfato. Estes compostos de forma geral são 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 são moléculas de rápida degradação no ambiente depois de aplicado e essa 

característica 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 

óxon denominados como análogos (TERRY, 2012; DOHERTY et al., 2019; HOU et al., 2021). 

In vitro, OFs exercem ação tóxica pela sua forte capacidade de inibição da 

acetilcolinesterase (AChE), que é uma enzima crucial no processo de recaptação e hidrólise da 

acetilcolina (Ach) e no caso dos OFs, seus análogos podem ligar-se irreversivelmente ao 

citocromo P450 que é a principal enzima responsável pela biotransformação de várias 

moléculas tóxicas que entram na circulação sanguínea 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 alifático, ou seja, um 

composto orgânico que apresenta cadeia aberta e os átomos que o compõem não formam anéis 

de benzeno. Desenvolvido durante a segunda guerra Mundial como gás e patenteado pelos 

Estados Unidos como inseticida em 1956, desde então é amplamente utilizado até o momento. 

Este composto está registrado no Brasil para diversos usos como controle de pragas em cultivos 

de frutas, legumes, hortaliças, armazenamento de grãos e jardinagem em geral. É classificado 

como classe III, indicado para uso veterinário contra ectoparasitas de animais de grande e 

pequeno porte em diferentes concentrações. E em relação à saúde pública este inseticida é 

registrado para controle de diversos insetos, mas especificamente mosquitos vetores de doenças 

como o Aedes aegypti. Pode ser aplicado por nebulização ou até mesmo por aeronaves em caso 

de surto das doenças causadas pelo inseto (BRASIL, 2015; RIOS et al., 2019; MAGALHÃES 

et al.,2021). 

O MLT apresenta fórmula química C10H19O6PS2 e peso molecular de 330.4 g/mol. Pode 

ser produzido de forma líquida, pura e acromática ou concentrada (90%) com coloração âmbar. 
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Devido a sua fácil decomposição no ambiente, é imprescindível que o sistema de 

armazenamento tenha condições adequadas ao abrigo de luz e com pouca umidade. Com 

capacidade de ser dissolvido tanto em água (145 mg/L) quanto em outros solventes orgânicos 

como álcool, cetona, óleos vegetais, entre outros (FRIEDRICH et al., 2021; TCHOUNWOU et 

al., 2015). 

Devido à facilidade de acesso e praticidade na aplicação, o MLT pode ser usado de 

forma incorreta e provocar intoxicações para os animais e seres humanos e contaminar rios e 

reservatórios. Além de se propagar e interagir no ambiente de forma que pode ser encontrado 

na água (superficial e subterrânea), 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 ações biológicas (animais e plantas), 

fotólise e hidrólise. Além disso, dependendo das condições físico-químicas do meio no qual é 

manipulado, pode sofrer alterações e formar análogos. Estes similares podem ser tão tóxicos 

quanto o próprio MLT e por apresentarem maior solubilidade, tornam-se contaminantes ainda 

mais resistentes na natureza. Em contato com água a sua degradação provém do pH, se este for 

8.0 a hidrólise ocorre rapidamente em poucos dias. Em pH 6.0 pode levar semanas para ser 

degradado totalmente no ambiente e originar análogos como o malaóxon, dietil fumarato, ácido 

dicarboxílico e monocarboxílico (DA SILVA et al., 2013; FAY et al., 2008; NEWHART, 

2006). 

A molécula de MLT possui característica lipofílica, ou seja, possui afinidade e 

solubilidade por lipídios. A absorção deste composto pode ocorrer através do contato com a 

pele, por inalação ou ingestão. Na circulação, este inseticida tem como destino o fígado onde 

será degradado por meio de processos de detoxificação a partir de hidrólises catalíticas 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 circulação sanguínea, este desloca-se para o sistema nervoso 

central onde atravessa a barreira hematoencefálica e provoca a inibição da acetilcolinesterase 

(AChE) (COSTA, 2006). Esta enzima é responsável pela hidrólise do neurotransmissor 

acetilcolina (Ach) que promove as sinalizações neuronais em fendas sinápticas. A inibição 

enzimática ocasiona no acúmulo de Ach nas sinapses do sistema nervoso central e periférico 
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provocando síndromes colinérgicas (TCHOUNWOU et al., 2015; BANASIK et al., 2003; 

ABOU EL ELLA, 2008). 

Os OFs presentes no plasma e no fígado podem também interagir com as β-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 condições experimentais demonstram que 

esterases plasmáticas, são responsáveis pela hidrólise de ésteres de drogas no plasma e 

apresentam importância na neutralização da ação tóxica dos inseticidas e seus derivados, mas 

isso depende da concentração destas enzimas, uma vez que os OFs têm uma maior afinidade ao 

sítio ativo da acetilcolinesterase. O acúmulo de AChE leva a uma hiperestimulação colinérgica 

no sistema nervoso parassimpático. A inibição desta enzima é reversível, devido às interações 

metabólicas, mas principalmente pela fosforilação do grupo hidroxila encontrado no resíduo de 

aminoácido serina (ROCHA; SPINOSA, 1992; SLOTKIN, 2004; ROBERTS; AARON, 2007; 

ČALIĆ et al., 2006; ABOU-DONIA, 2003). 

1.3 A SUPERFAMÍLIA DE ENZIMAS FOSFOLIPASE  

Fosfolipídios são moléculas essenciais para todos os tipos de organismos. Constituídos 

por uma parte hidrofóbica conhecida como “cauda”, composta por duas cadeias de grupo acil 

saturada e insaturada e outra hidrofílica denominada “cabeça” integrada por um grupo fosfato 

o qual pode ser modificado. Todas as membranas celulares são compostas por fosfolipídios, 

além de canais de sódio, enzimas e proteínas de membrana responsáveis por controlar a 

permeabilidade e o equilíbrio osmótico celular (MOUCHLIS; DENNIS, 2019; SAHU et al., 

2007). 

As enzimas fosfolipases podem degradar os fosfolipídios em quatro sítios diferentes da 

molécula, originando cinco diferentes classes. A PLA1 cliva-se na posição sn-1, resultando em 

2-acil-lisofosfolípidos e ácidos graxos. A PLA2 cliva-se na posição sn-2 acarretando em 1-acil-

lisofosfolípidos e ácidos graxos. A PLB, também conhecida como lisofosfolipase, funciona 

como as enzimas PLA1 e PLA2, uma vez que hidrolisa os fosfolipídios na posição sn-1 e 

também em sn-2. PLA1, PLA2, e PLB são referidos em conjunto como hidrolases acil. As 
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outras duas classes são consideradas fosfodiesterases. A PLC hidrolisa fosfolípidos antes do 

grupo fosfato e a PLD hidrolisa após o grupo fosfato (Figura 1) (DENNIS, 1994; ARAÚJO, 

2014; QUACH et al., 2014).   

 

Figura 1: Esquema especificado das fosfolipases e a clivagem específica para cada classificação. 

Nos últimos 50 anos, foram identificados seis tipos principais de enzimas fosfolipase 

A2 (PLA2): PLA2 secretórias (sPLA2), PLA2 citosólica (cPLA2), iPLA2, Lp-PLA2 (também 

conhecida como PAF-AH), LPLA2, e AdPLA2. Estas enzimas utilizam uma díade catalítica 

para realizar a hidrólise da ligação éster na posição sn-2 dos substratos que são os fosfolipídios 

e originam dois produtos os ácidos graxos livres e lisofosfolipídios que podem atuar de várias 

maneiras. O ácido araquidônico (AA)  é um produto da ligação enzima-substrato, o qual é 

convertido em eicosanóides e prostaglandinas. E os lisofosfolipídios podem induzir vários 

efeitos farmacológicos, convertendo-se em fator de agregação plaquetária  (PAF) (VASQUEZ 

et al., 2019 e MOUCHLIS; DENNIS, 2019).  

Técnicas computacionais combinadas com dados de espectrometria de massa têm sido 

utilizadas com sucesso para compreender o mecanismo de ação das PLA2, bem como as 

propriedades estruturais e físico-químicas do seu sítio ativo. Além disso, estes estudos mostram 

que a presença da díade catalítica é crucial para a atividade enzimática, permitindo que estas 

enzimas cumpram um papel significativo no desenvolvimento de doenças inflamatórias, devido 

a geração de vários intermediários pró-inflamatórios. Entretanto, sua ativação ou a mobilização 

dependem da interação com as diferentes vias de sinalização, incluindo a modulação por sPLA2 

via receptores acoplados à proteína G (VASQUEZ et al., 2019; MOUCHLIS; DENNIS, 2019). 



12 
 

1.4 FOSFOLIPASE A2 CITOSÓLICA (cPLA2) 

A família cPLA2 compreende seis enzimas intracelulares denominadas fosfolipase A2 

citosólica: alfa (cPLA2α), cPLA2beta, cPLA2gamma, cPLA2delta, cPLA2epsilon e 

cPLA2zeta. Estas enzimas apresentam alto peso molecular e possuem uma díade catalítica 

Ser/Asp conservada. São caracterizadas pela presença de um domínio C2 em sua região N-

terminal, com exceção da cPLA2γ, na qual esse domínio está ausente. Este domínio é 

responsável pela associação da enzima com as membranas e desempenha uma função 

determinante em relação à direção específica para as membranas intracelulares e plasmática 

(GHOSH et al., 2006; BAVEC, 2011; LESLIE, 2015; STAHELIN, 2016). 

A expressão de cPLA2α ocorre em diversas células de mamíferos mediando a produção 

de produtos lipídicos funcionalmente diversos em resposta a estímulos extracelulares. 

Apresenta atividade de PLA2 e lisofosfolipase, sendo a única com especificidade para 

substratos fosfolipídicos contendo AA. Estas enzimas cPLA2 pertencem ao grupo IVA das 

PLA2, possuem 749 resíduos de aminoácidos e peso molecular de 85 kDa. Apresentam dois 

domínios distintos, um é regulatório, onde localiza-se a região amino-terminal e denomina-se 

domínio C2. O outro é o catalítico independente de Ca2+ α/β hidrolase, onde estão presentes 

os resíduos da díade catalítica (Ser 223/Asp 549) (HIRABAYASHI; SHIMIZU, 2000; BURKE; 

DENNIS, 2009; LESLIE, 2015).  

Diversos tipos celulares apresentam as cPLA2 em seus citoplasmas como os 

macrófagos, plaquetas e células do rim, Para hidrolisar fosfolipídeos e promover a liberação de 

AA. Também são capazes de regular processos fisiológicos normais e patológicos como asma, 

artrite e outras doenças inflamatórias. A função de regulação da cPLA2 em sistemas 

fisiológicos, como o controle da homeostase e reprodução feminina, pode ser atribuída a 

diferentes mediadores lipídicos (HIRABAYASHI et al., 2004; LESLIE, 2004; LASLIE, 2015). 

A ativação da cPLA2 envolve processos pós-traducionais como o aumento da 

concentração de Ca2+ intracelular, fosforilação por proteína-quinase específica de serina e 

treonina (MAPK) e ficotoxinas (ácido ocadaico). A fosforilação por MAPKs nos resíduos de 

serina 505 e 727 localizados no domínio catalítico, promove a otimização da atividade 

enzimática (CLARK et al., 1995; DAS et al., 2003; KOKOTOU et. al., 2017). 
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Figura 2: Sinalização celular das enzimas PLA2 a partir do aumento de Ca2+, deslocamento da enzima 

para as membranas intracelulares e a clivagem dos fosfolipídios. Legendas: AA ácido araquidônico; 

GC: Complexo de Golgi; ER: retículo endoplasmático; NE: envelope nuclear. 

O controle da regulação da enzima é complexa e envolve mecanismos de alteração dos 

níveis de Ca2+ intracelular. O aumento da concentração deste íon é capaz de ativar a enzima e 

promover a translocação do citoplasma para a região de membrana do retículo endoplasmático, 

onde ligam-se dois íons de Ca2+ na face de ligação do domínio C2. Esta ligação proporciona 

um aumento da hidrofobicidade da região, permite a translocação e garante a estabilidade da 

proteína à membrana (DAS et al., 2003; HIRABAYASHI; SHIMIZU, 2004; LESLIE, 2015). 

  Dessa forma, o domínio catalítico que é independente de Ca2+ alcança a região da 

membrana e se liga com o auxílio do resíduo de Trp 464, o qual é responsável por estabelecer 

esta ligação. O aumento da concentração intracelular de Ca2+ promove o deslocamento da 

enzima que desloca-se do retículo endoplasmático (RE) para a região de membrana do envelope 

nuclear. Assim, novamente a face de ligação de Ca2+ liga-se à membrana, o resíduo Trp 464 

estabiliza a enzima e o sítio catalítico é ativado promovendo a clivagem dos fosfolipídios 

(GIJON et al., 1999; DESSEN, 2000;  LESLIE, 2015). 

Durante o processo de hidrólise dos fosfolipídios na posição sn-2 da membrana, a 

cPLA2 medeia a produção de compostos derivados de ácidos graxos e lisofosfolipidios. 

Portanto, a cPLA2 ativada proporciona a produção de AA e possui três possíveis vias: 
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participação no processo de remodelação da membrana celular, liberação no meio extracelular 

por difusão ou metabolismo intracelular.  Além disso, o AA produzido segue em vias 

enzimáticas distintas conduzidos pelas enzimas ciclooxigenases, lipooxigenases localizadas no 

complexo de Golgi e retículo endoplasmático (GIJÓN; LASLIE, 1999; LASLIE, 2004; 

TALLIMA; RIDI, 2018).  

As enzimas cPLA2 são responsáveis por controlar o fluxo da membrana intracelular, 

estão envolvidas na formação de membranas tubulares que interligam o retículo endoplasmático 

e o complexo de Golgi. E hidrolisam lipídios envolvidos em processos de resposta imunológica 

e inflamatória os quais se tornam substratos para outras enzimas como o PAF (fator de ativação 

de plaquetas) (BURKE; DENNIS, 2009; SCHAEFFER et al., 2011). 

1.5 FOSFOLIPASE A2 EM PEIXES 

Os lipídios são a fonte de energia para os peixes e desempenham um papel fundamental 

no desenvolvimento das larvas e da membrana celular, enfatizando a importância do 

entendimento da composição de lipídios e ácidos graxos. Também é reconhecido que fatores 

ambientais como temperatura, salinidade, luz ou o tipo de alimento influenciam os teores de 

lipídios e ácidos graxos dos organismos aquáticos. Mudanças sazonais ou geográficas também 

têm um efeito significativo na bioquímica animal. Essas alterações ambientais afetam 

principalmente os processos metabólicos que podem variar nos diferentes órgãos dos 

organismos aquáticos (DANTAGNAN et al., 2007; KURTOVIC et al., 2009; LIU et al., 2014). 

A mobilização lipídica em vertebrados além de ser uma reserva energética para a 

manutenção do crescimento, também fornece compostos importantes para a biogênese da 

membrana à medida que ela se desenvolve. As reservas lipídicas encontradas nos peixes são a 

principal fonte de ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, especialmente ômega-3 e 

ômega-6, que são cruciais para gerar vários mediadores lipídicos que atuam em diversas reações 

fisiológicas, na membrana e controle imunológico. Portanto, os lipídios desempenham um 

papel importante na nutrição dos peixes, pois fornecem energia e ácidos graxos essenciais 

(TOCHER, 2003; MARTIN et al., 2017). 

Por outro lado, uma pesquisa mostra que os peixes requerem ácidos graxos altamente 

insaturados n-3 (n-3 HUFA), particularmente o ácido eicosapentaenoico (20: 5n-3; EPA) e 

ácido docosahexaenóico (22: 6n-3; DHA), para o crescimento normal e para servir como 
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componentes estruturais durante a organogênese, como membranas celulares (músculos, 

cérebro, retina) e precursores eicosanoides, como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. 

Entre as várias enzimas envolvidas no processo de metabolização lipídica estão as PLA2. No 

caso do metabolismo lipídico da dieta, a maior parte desse processo é feito pela mobilização de 

PLA2 secretoras pelas células acinares pancreáticas que permitem a digestão eficaz dos 

fosfolipídios alimentares. Esses fosfolipídios produzem ácidos graxos como o AA e 

lisofosfolipídios. Em geral, essa reação é mais conhecida como etapa inicial, pois limita a 

velocidade do metabolismo do araquidonato e a produção do mediador lipídico bioativo 

(BALSINDE et al., 2002; FARHOUDI et al., 2011). 

O processo de digestão, absorção e transporte de lipídios em peixes é semelhante ao 

observado em mamíferos, com algumas diferenças devido à complexidade do trato digestivo e 

às diferenças anatômicas dos peixes quando comparados a várias espécies. Essa variabilidade 

ocorre de acordo com os hábitos alimentares dos animais (onívoros, herbívoros ou carnívoros), 

o que determina, entre outros aspectos, o comprimento do trato digestório e a produção 

enzimática de cada espécie (RIBEIRO et al. 2007; BAKKE et al., 2010; MORAES; DE 

ALMEIDA, 2020). 

A maior parte da digestão dos alimentos ocorre no intestino e ceca pilórica de peixes. 

As secreções intestinais contêm um grande número de enzimas, como proteases, lipases e 

carboxilases, que hidrolisam as três respectivas classes de nutrientes e que são dependentes do 

substrato. A atividade lipolítica, que é a quebra da gordura em ácido graxo e glicerol, ocorre 

em vários extratos do pâncreas, fígado, intestino e ceco pilórico de peixes, da mesma forma que 

ocorre em mamíferos. As lipases pancreáticas secretadas no lúmen intestinal são as mais 

importantes na digestão das gorduras. Peixes carnívoros apresentam maior atividade lipásica 

do que peixes onívoros e herbívoros (ROTTA, 2003; SMICHI et al., 2012). 

Os fosfolipídios fazem parte da dieta lipídica dos peixes, mas são escassos os estudos 

que elucidam a digestão dessas frações. Esses lipídios constituem a bicamada da membrana 

celular e mantém funções celulares como absorção, transporte, assimilação de lipídios, síntese 

de eicosanoides, ação hormonal, etc. Essas funções fazem do fosfolipídio ser um nutriente 

essencial para a nutrição larval de peixes. Particularmente, os fosfoacilgliceróis na posição sn-

2 são hidrolisados pelas PLA2 pancreáticas ou intestinais, resultando em lisofosfolipídios e 
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ácidos graxos que, por sua vez, são absorvidos pela mucosa intestinal (TOCHER, 2003; 

CHOWDHURY et al., 2019). 

Entre os vários ácidos graxos poli-insaturados essenciais para peixes teleósteos está o 

AA, que pode ser significativamente abundante em certas espécies. O AA podem desempenhar 

diversas funções regulatórias e essenciais em vertebrados e, no caso dos peixes, o controle da 

geração de AA parece estar envolvido na sua maturação sexual, desenvolvimento ontogenético 

dos peixes, crescimento somático, regulação da pressão osmótica, manutenção do treinamento 

e manutenção neural em peixes. Com relação ao desenvolvimento larval, a expressão de amilase 

diminui com o aumento da idade, enquanto a expressão de outras enzimas, como a PLA2 e 

também a tripsina, aumenta consideravelmente até o final do período 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; GONZÁLES-MIRA et 

al., 2018). 

1.6 OS PEIXES Danio rerio E Devario malabaricus COMO MODELOS ANIMAIS 

 Nos peixes podem ser observadas várias respostas biológicas em decorrência de 

estressores, tais como a bioacumulação de químicos e biomarcadores que expressam variações 

fisiológicas e até morfológicas. Dessa forma, destacam que os peixes são elementos importantes 

para o biomonitoramento da poluição da água devido a características intrínsecas específicas. 

Dentre elas destacam-se: (a) tamanho relativamente grande, (b) longo ciclo de vida, (c) 

facilidade de crescimento, etc. Além disso, os peixes têm uma posição privilegiada na cadeia 

alimentar e podem afetar diretamente a saúde dos humanos, o que aumenta ainda mais a sua 

importância. Assim, os peixes possuem uma estreita relação com a condição ambiental do meio 

aquático. A grande maioria de contaminantes são de características lipofílicas, o que favorece 

sua ligação com moléculas lipídicas e sua rápida absorção pelas células e posterior 

bioacumulação 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, é utilizado por 

diversos pesquisadores a nível mundial. É um vertebrado diplóide que pode ser facilmente 

mantido e distribuído em aquários necessitando de pouco espaço considerado um modelo 

seguro na pesquisa toxicológica, medindo aproximadamente entre três e quatro centímetros, 

este teleósteo. Além disso, possui baixo custo de manutenção, alta taxa de fecundidade e seus 
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embriões são transparentes e possuem uma rápida maturação sexual entre três e seis meses 

(HILL et al., 2005).  

O aumento no número de artigos publicados usando o Danio rerio está diretamente 

ligado ao crescente conhecimento sobre esta espécie. O sequenciamento do genoma, iniciado 

pelo Instituto Senger em 2001, possibilitou o uso em diversos estudos genéticos. Pesquisas 

relacionadas com genes humanos são cada vez mais desenvolvidas utilizando este modelo 

animal, uma vez que o 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 análises filogenéticas de PLA2, mostram que o Danio rerio e outros peixes 

apresentam ao menos três grupos de PLA2: duas secretórias e um grupo de PLA2 citosólicas.  

As sPLA2-Lp são referidas como PLA2 do Grupo 7 ou simplesmente G7 e já no caso das PLA2 

citosólicas encontradas tanto em zebrafish e seres humanos são representados pelas PLA2 

grupos G4 sendo esta terminologia usada como forma de separar as PLA2 de mamíferos em 

grandes grupos (HUANG et al., 2015; MURAKAMI et al., 2015). 

O peixe Devario malabaricus, assim como o zebrafish, são teleósteos e pertencem a 

família cyprinidae. Exemplares adultos do gênero Devario são comumente conhecidos na 

aquariofilia como Danio gigante e utilizados em vários 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 alcançar cerca de 15 cm de comprimento, o que possibilita a melhor 

compreensão dos mecanismos celulares e fisiológicos em experimentação animal 

(KULLANDER et al., 2017; SHIFATU et al., 2018; CHAGAS et al., 2016).  

1.7 BIOINFORMÁTICA E ANÁLISE IN SILICO 

A bioinformática é uma ciência que surgiu no início 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, replicação e tradução do material genético, permitindo o melhor 

entendimento sobre as bases do DNA também conhecida como sequência de letras (WATSON; 

CRICK, 1953). A partir desta descoberta, o desenvolvimento de ferramentas através da 

interdiciplinaridade das grandes áreas como a biologia molecular e celular, bioquímica, química 

física, computação aliada aos avanços da tecnologia proporcionou a progressão da 
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bioinformática estrutural contendo questões biológicas com um ponto de vista tridimensional. 

Em meados de 1965 alguns cientistas contribuiram para a sistematização de dados das 

estruturas tridimensionais das proteínas. A pesquisadora físico-química Margaret Dayhoff 

contribuiu de forma imprescindível para o uso de computadores nos estudos de biomoléculas, 

iniciando a representação dos aminoácidos com uma única letra (VERLI, 2014). O 

desenvolvimento de computadores com melhor performance possibilitou o entendimento da 

dinâmica e enovelamento das proteínas. A criação de banco de dados de informações 

biológicas, o desenvolvimento de novas metodologias e a investigação de novas hipóteses, 

contribuiram para a bioinformática se tornar uma área bastante promissora. Dentre as inúmeras 

aplicações, pode-se destacar a busca e identificação de proteínas relacionadas a processos 

patológicos e também alvos potenciais para a produção de novos medicamentos (DE ARAUJO 

et al., 2008). 

As inovações tecnológicas proporcionou um avanço da bioinformática e a metodologia 

in silico com diversos programas computacionais para análises de maior complexidade em 

relação às  informações,  função e a estrutura terciárias de proteínas bem como predizer as 

possíveis implicações destas em contato com inibidores de ligantes (CALABRESE et al., 2009, 

CAPRILES et al., 2010; CAPRIOT; ALTMAN, 2011). 

1.8 MODELAGEM DE PROTEÍNAS POR HOMOLOGIA 

 Proteínas são classificadas em famílias ou superfamílias e, quando originam-se de um 

ancestral comum e apresentam semelhanças estruturais e funcionais são consideradas proteínas 

homólogas. O grau de identidade ou homologia entre as proteínas de uma mesma família é 

superior quanto a sequência primária do que a sua estrutura terciária (tridimendisonal) 

(MANNHOLD et al., 2008). 

 Métodos de modelagem por homologia são utilizados para elucidar a estrutura terciária 

de proteínas e são cada vez mais utilizados em proteômica. Também conhecida como 

modelagem comparativa de proteínas, é um dos métodos de modelagem mais precisos e pode 

produzir modelos através de sequências primárias já existentes (SANTOS-FILHO et al., 2003).  

 Todos os métodos atuais de modelagem de proteína por homologia tem como preceito o 

grau de identidade entre a sequência primária da proteína-alvo e as estruturas tridimensionais 

das proteínas-moldes. Dessa forma, a metodologia consiste em quatro etapas: identificação e 

seleção de proteína-molde, alinhamento das sequências de reíduos, construção das coordenadas 
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do modelo e avaliação da qualidade (SANTOS-FILHO; ALENCASTRO, 2003). 

 Métodos de modelagem por comparação com estruturas conhecidas promovem 

aplicações importantes para o estudo de compostos bioativos. A modelagem de proteínas por 

homologia permite que seja desenvolvido estudos in silico com proteínas que ainda não foram 

cristalografadas por raio-X e ressonância magnética nuclear (YOKOYAMA et al., 2000).  

 Portanto, esta técnica de baixo custo apresenta um considerável potencial por ser capaz 

de adiantar processos laboratoriais de alto valor e longa duração.  Uma ferramenta adaptada 

para estudos teóricos de proteínas, amplamente utilizada em pesquisas fundamentais e também 

nas indústrias farmacêuticas em técnicas de reposicionamento de fármacos. Além disso, auxilia 

em estudos sobre a interação de proteínas com possíveis 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 relação com macromoléculas. Esta técnica 

é capaz de simular a afinidade das ligações entre os receptores e ligantes, buscando a afinidade 

de ligação (GUEDES et al., 2014; JAKHAR et al., 2020). 

 Amplamente aplicado em programas de descoberta de novas drogas, o docking molecular 

é um método in sílico que prevê a ligação de uma determinada molécula interagindo com um 

alvo biológico específico. Esta técnica computacional é usada também no campo da toxicologia 

aplicada para desenvolver modelos de classificação para a previsão do potencial desregulador 

endócrino de produtos químicos (MANZI et al. 2023; TRISCIUZZI et al., 2018). 

 Interações moleculares podem ocorrer entre membranas, proteínas e moléculas de DNA, 

as quais são denominadas receptores,  em contato com compostos químicos como contaminates 

emergentes, drogas os quais são identificados como ligantes. Entretanto, é necessário que 

ocorra um ajuste induzido no qual, tanto os ligantes quanto os receptores precisam se adaptar, 

modificando a sua conformação, ou seja, adquirem uma estrutura mais estável com o intuito de 

diminuir a energia livre de ligação (TU et al., 2021; FAN et al., 2019) 

 Para realizar estes estudos é necessário seguir uma metodologia à fim de encontrar o 

melhor alvo macromolecular e o ligante que será utilizado (MANZI et al. 2023). Dessa forma, 

foi elaborado um diagrama com a metodologia utilizada nestes estudos (Figura 3).  
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Figura 3: Diagrama sobre o processo de docking molecular. Para o desenvolvimento desta técnica é 

necessário seguir uma métodologia de obtenção do alvo e ligante, conversão do formato adequado 

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

 

 O docking molecular tem sido utilizado para aperfeiçoar a eficiência das pesquisas 

científicas voltadas à área clínica e experimental. No entanto esse método não substitui os 

ensaios pre-clínicos realizados com animais ou células. Estas análises contribuem para a 

redução dos custo de experimentos em laborátorios e também para pesquisa básica (LI et al., 

2013; GUEDES et al., 2014; JAKHAR et al., 2020). 

 

1.10 ATIVIDADE ENZIMÁTICA E BIOMARCADORES FISIOLÓGICOS 

 Enzimas são catalizadores eficientes e seletivos, com a capacidade de aumentar a 

velocidade de reações essenciais para os sistemas vivos. A grande maioria das reações 

bioquímicas são realizadas por enzimas, algumas catálises necessitam de coenzimas ou 

cofatores não proteícos para ocorrer. A energia de ligação é encarregada pela aceleração na 

velocidade das enzimas, a mesma energia que proporciona a catálise também promove a 

capacidade de distinção entre o substrato e as moléculas competidoras, conhecido como 

especificidade. A especificidade de uma enzima provém de muitas interações moleculares, 

consideradas fracas entre a enzima e o substrato (SCOTT et al 1990; RODUNER, 2014). 

 Ensaios enzimáticos utilizam a técnica de espectrofotometria, a qual permitem mensurar 

com precisão o resultado denominado produto do complexo enzima-substrato. Por meio da 
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mudança de cor e quantificação da absorvância ou transmitância é possível avaliar a quantidade 

de proteínas e também se há ou não inibição de uma certa enzima. Diferentes inibidores 

enzimáticos são utilizados para pesquisas sobre o desenvolvimento de novas drogas, efeitos nos 

sistemas biológicos e cinética enzimática (MUKHERJEE et al., 1994; BACHMANN; 

MILLER, 2020). 

 As PLA2 são encontradas em vários organismos, incluindo bactérias, cnidários, 

mamíferos, peixes e plantas. Este grupo de enzimas é considerado fundamental devido o 

metabolismo de lipídeos e regeneração das membranas, além disso, estudos recentes 

evidenciam que a atividade da PLA2 pode ser considerada um novo biomarcador para avaliação 

da toxicidade em ambientes aquáticos. O monitoramento da atividade enzimática in vivo 

(esterases e fosfolipase A2) se mostrou um método com potencial para avaliar os efeitos 

adversos dos contaminantes em rotíferos sendo que estudos mostram que a inibição de esterases 

e PLA2 após exposição (30 min) às concentrações sub-letais de metais e pesticidas em 

condições laboratoriais são sensíveis às alterações induzidas pelos tóxicos (BURBANK; 

SNELL, 1994; RICO-MARTÍNEZ et al., 2016). 

 Recentemente, dois genes cpla2a (pla2g4aa e pla2g4ab) foram identificados em zebrafish. 

O gene cpla2a está envolvido na síntese da prostaglandina no ovário em zebrafish. A presença 

de cPLA2 e seu papel no processo de desenvolvimento embrionário 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 mobilização de AA tanto em nível celular quanto na forma exógena envolveu a ação 

da enzima PLA2 citosólica e secretora associada às lipoproteínas, que juntamente com as 

reações do ciclo Land garantem a renovação contínua dos membros celulares e a reposição dos 

ácidos graxos poli-insaturados e intracelulares. A PLA2 citosólica desempenha um papel 

crucial, como ponte entre hormônios, estímulos inflamatórios, sinais de estresse fisiológico com 

mobilização de AA para mediar respostas fisiológicas ou adaptativas. Assim, essa classe de 

enzimas atrai considerável interesse farmacológico devido ao seu papel na sinalização lipídica 

e seu envolvimento em uma variedade de condições patológicas, devendo, portanto, ser 

estudada em diferentes grupos. No entanto, os papéis regulatórios das fosfolipases em 

patologias metabólicas ainda não foram totalmente elucidados, mas de fato existe uma relação 

entre a atividade dessas enzimas e a síndrome metabólica (MURAKAMI et al., 2011; SATO et 

al., 2016). 
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2 OBJETIVO 

 

Avaliar a ação do inseticida malathion por meio de estudos teóricos com a fosfolipase A2 

citosólica de peixes Danio rerio 

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

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

docking molecular com o modelo e o inseticida malathion e seus análogos. 

 

Avaliar a inibição da atividade enzimática da PLA2 na presença do inseticida malathion por 

meio de experimentos in vitro. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 IDENTIFICAÇÃO E SELEÇÃO 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 proteínas-moldes e alvo 

teve como objetivo principal correlacionar as sequências 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 SEQUÊNCIAS E CONSTRUÇÃO DO MODELO 

 

 Após a seleção das proteínas 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 

possível determinar as regiões conservadas e variáveis; as primeiras são estritamente similares 

e as posteriores encontram-se principalmente as alças, que são segmentos com resíduos de 

aminoácidos variáveis. Neste trabalho, foi utilizada a abordagem para construção do modelo 

por meio da análise de restrição espacial executada pelo software Modeller. Essa análise tem 

como característica principal utilizar parâmetros geométricos de qualidade levando em conta as 

restrições espaciais das estruturas proteicas (SALI; BLUNDELL, 1993; SALI; OVERINGTON 

1994). 

 

3.3 VALIDAÇÃO DO MODELO 

 

 Após o desenvolvimento do modelo, foi necessário identificar possíveis erros 

relacionados a seleção da estrutura alvo e molde. Nessa etapa foi utilizada a plataforma 

ProCheck para avaliação estereoquímica (Laskowski et al., 1993). A respectiva plataforma 

verifica a qualidade estereoquímica da estrutura da proteína bem como a determinação dos 

ângulos torcionais da cadeia principal (Φ e Ψ) gerados pelo diagrama de Ramachandran. Por 

meio da plataforma PDBSum foram obtidas informações da estrutura secundária (folhas β e α-

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 

metabólitos (MANZI et al. 2023). Os compostos analisados nos estudos de docking foram 

obtidos na plataforma PubChem e seus respectivos dados estão descritos na Tabela 1. Para as 

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

 

3.4.1 PREPARAÇÃO DOS ARQUIVOS DO LIGANTE E MOLÉCULA ALVO  

 

 Os ligantes foram obtidos na plataforma PubChem em formato 3D com a extensão .SDF. 

Após o download, os arquivos dos ligantes foram convertidos para o formato. Mol2. A 

preparação 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 átomos de hidrogênio polares e agregar as cargas 

Kollman. Por fim, após todas as modificações, os arquivos foram convertidos com a extensão. 

PDBQT (TESKE, 2019). Para a análise in silico foi necessário executar os cálculos dos mapas 

de grade de energia (Grid Box) (SIRISHA et al., 2018). O tamanho da grid box escolhido foi 

suficiente para envolver todos os resíduos de aminoácidos localizados no microambiente do 

sítio catalítico. As informações das coordenadas x, y e z foram salvas para uso posterior 

(GODÓI et al., 2013; SIRISHA et al., 2018). 

 

3.4.2 AVALIAÇÃO 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 ligação de Gibbs, distâncias entre átomos e orientações das moléculas no 

microambiente do sítio ativo da proteína cPLA2 de Danio rerio. 
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Tabela 1 - Descrições sobre o inseticida malathion e seus análogos apreciados nos experimentos de 

docking molecular com a proteína cPLA2 de Danio rerio. 

Nome do composto Código 

PubChem 

Fórmula Estrutura Formato 3D 

Ácido dicarboxílico CID: 14481 C6H11O6PS2 

 
 

Ácido 

monocarboxílico 

CID: 

3032927 

C8H15O6PS2 

 

  

Dietil fumarato CID: 

638144 

C8H12O4 

  

Isomalathion CID: 91529 C10H19O6PS2 

 
 

Malaóxon CID: 15415 C10H19O7PS 

  

Malathion CID: 4004 C10H19O6PS2 

 
 

 

 

3.5 ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA FOSFOLIPASE A2 

 

3.5.1 CULTIVO E MANEJO DOS ORGANISMOS 

 

O presente trabalho foi encaminhado à Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA 

do Instituto de Biociências do CLP e aprovado sob o protocolo n° 09/2022. Os peixes da espécie 

Devario malabaricus foram obtidos em loja de aquarismo e após a aclimatação, mantidos em 
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aquários com água isenta de cloro com pH neutro (7,2) e temperatura média de 25°C, sistema 

de aeração e filtração UV, e fotoperíodo natural de 12h. Cumprindo um período de quarentena 

por 15 dias, o manejo dos organismos foi realizado de acordo com os procedimentos e 

orientações da Associação Brasileira de Normas Técnicas e Organização para Cooperação 

Econômica e Desenvolvimento e Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(ABNT 2004; DAMMSKI et al., 2011; OECD, 2013; BRASIL, 2023). 

 

3.5.2 TESTE DE EXPOSIÇÃO AO MALATHION IN VIVO 

 

Os testes de determinação da CL50 (concentração letal 50%) em 24h foram conduzidos 

no Laboratório BIOMOLPEP na UNESP-CLP. Para os testes, foi utilizado o inseticida 

malathion Dimmy (Dimethyson, composição 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 cálculo da CL50, foram utilizados o método de Probits (FINEY, 1971) e 

regressão linear no programa Excel. Os valores de porcentagem de mortalidade (%) foram 

substituídos por valores tabelados e uma análise de regressão linear foi realizada para 

determinar o coeficiente de regressão (b) e intercepto (a). Por fim, a determinação da CL50 foi 

realizada por meio da equação (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 água potável. Todos os 

recipientes continham sistema de aeração durante todo o período do experimento. Os cálculos 

foram realizados de acordo com a concentração inicial do inseticida e o volume total de água 

utilizado em cada tratamento a partir de uma solução estoque.  

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

e os demais tratamentos com 0,01, 0,02, 0,03 e 0,04 % da solução.  

 

3.5.3 EXPERIMENTOS BIOQUÍMICOS 

 

Após 24 horas de exposição os peixes que sobreviveram foram eutanasiados em gelo 

para encerrar o sofrimento dos animais. Após a eutanásia, foi utilizado nitrogênio líquido para 

congelar os organismos individualmente, em seguida foram armazenados em -80°C.  
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As amostras foram processadas com o auxílio de almofariz e pistilo e acondicionadas 

em tubos falcon, em seguida, agitadas em vórtex e levadas ao banho ultrassônico por 5 minutos 

para homogeneização e depois, centrifugadas por 10 min a 4°C a 13.000 rpm.  

As leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro a 425 nm para 

determinação de conteúdo de proteínas pelo método de Bradford (KRUGER, 2019). Para 

determinação da atividade enzimática, o extrato bruto contendo PLA2 foi solubilizado com 

solução salina a 9% e submetido a banho de ultrassom.  

A solução com concentração de malathion comercial 0,5% (p/v) (Dymethison, Brasil) 

foi diluída em água ultrapura até atingir o limite permitido para águas superficiais brasileiras 

de acordo com a legislação (CONAMA 357/2005).  

O substrato utilizado foi ácido 4-nitro-3-octanoiloxibenzóico (NOBA) (PubChem ID: 

20112083), diluído em uma concentração (2mg / mL) com acetonitrila (100%) e submetido a 

banho ultrassônico.  

O extrato bruto de PLA2 de peixe teve a concentração ajustada para 1 mg/mL por 

análise de concentração de proteína (Bradford), posteriormente, em microplaca de 96 poços 

(ELISA), as soluções foram pipetadas sendo adicionado ao extrato bruto de PLA2: tampão (175 

µL Tris-HCL), 50 µL de solução salina e antes da incubação, 25 µL de NOBA. O substrato foi 

adicionado após a incubação por 20 minutos em local escuro. As amostras foram analisadas em 

um espectrofotômetro 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 

diferenças entre as médias por ANOVA com auxílio do software GraphPad Prism 

(SCHWAIGER et al., 2004).  

 

4. RESULTADOS 

4.1 ALINHAMENTOS DAS SEQUÊNCIAS 

 

 A sequência de resíduos da proteína cPLA2 (UNIPROT: P50392) de zebrafish foi 

comparada com as sequências de outras espécies como humanos (taxid: 9606), coelhos (taxid: 

9986) e roedores (taxid:9823). As sequências 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 sequências FASTA das proteínas na plataforma BLAST e o resultado do 

alinhamento está representado na Figura 4. 
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   Figura 4: Representação do alinhamento múltiplo entre as sequências das proteínas cPLA2 de 
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zebrafish, humanos, coelhos e roedores. Legenda: (*) similaridade; (:) divergência e os es espaços em 

branco são GAPS. Fonte: Do autor. 

 

4.2 CONSTRUÇÃO DO MODELO 

 

 Foram criados um total de 25 modelos para a proteína (cPLA2) utilizando a ferramenta 

Modeller versão 10.1 e selecionados de acordo com o menor número de DOPE score. O modelo 

definido foi então reproduzido no software Pymol e a representação em 3D está ilustrada na 

Figura 5. 

 

4.3 VALIDAÇÃO 

 

 A etapa de validação foi realizada na plataforma Molprobity onde foi necessário fazer 

upload dos modelos analisados no formato .PDB e adicionar cargas de hidrogênio para 

refinamento das estruturas. Em seguida foram gerados os gráficos de Ramachandran para 

determinar a qualidade dos modelos. O modelo selecionado para a proteína cPLA2 demonstrou 

boa qualidade com Z-score de 0.04 +/- 0.30, além de 93.49% dos aminoácidos em regiões 

favoráveis representados no gráfico de Rhamachandran, expressado na Figura 5. Quanto à 

estrutura secundária, a cPLA2 possui 709 resíduos de aminoácidos composta com 35% por α-

hélice, 17% com folhas-β e regiões de alças 48%. 

 

 

Figura 5: Imagem 3D do modelo da proteína cPLA2 de zebrafish desenvolvido no software Modeller 

e reproduzido no Pymol. Gráfico de Ramachandran da proteína cPLA2 de zebrafish para validação 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 citosólica de Danio rerio com o MLT e seus derivados. A seguir, estão os 

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 proteínas com os ligantes foram examinados 

individualmente.  

 A cPLA2 de Danio rerio apresenta em seu sítio catalítico os resíduos de aminoácido 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 região 

de catálise da proteína. Com as seguintes coordenadas X=48.99; Y=-5.26; Z=58.92. Para 

selecionar as melhores interações proteína-ligante, foi utilizado como indicativo de alta 

afinidade os dados de energia livre de Gibbs (ΔG), o desvio quadrático médio (RMSD). 

 O ácido dicarboxílico apresentou uma distância média de 2,99 angstrons (Å) entre as 

ligações moleculares e energia livre de ligação de -5.5 Kcal/mol. Com quatorze interações de 

van der Waals e dentre estas está o resíduo de aminoácido do sítio catalítico Asp 540; o outro 

resíduo da díade catalítica a Ser 223 apresentou uma ligação de hidrogênio. Também tiveram 

duas ligações de hidrogênio com a Asn 546. O resíduo Glu 412 conteve dois tipos de interação, 

uma ligação de carbono hidrogênio e outra de atração de cargas com o fósforo da molécula 

analisada. E por fim, o resíduo Gly 192 revelou uma interação desfavorável entre doador-

doador.  

 O composto ácido monocarboxílico apresentou uma distância média de 3,13 Å entre as 

ligações intermoleculares da proteína cPLA2 e energia livre de ligação de -5.2 Kcal/mol. 

Demonstrou 14 interações de van der Waals, incluindo o resíduo de aminoácido do sítio 

catalítico Ser 223. Duas ligações de hidrogênio com os resíduos Asn 546 e Ala 569, além de 

duas ligações covalentes do tipo Alquil com a Ala 391 e Met 411 e uma ligação covalente 

carbono hidrogênio com o resíduo Ser 568. 

  O dietil fumarato teve distância média de 3,12 Å nas interações moleculares com a 

proteína e energia livre de ligação de -5.0 Kcal/mol. Um total de 9 interações de van der Waals, 

incluindo os resíduos do sítio catalítico Ser 223 e Asp 540. Duas ligações do tipo Alquil com a 

Ala 391 e Met 411. Além de uma ligação entre carbono hidrogênio com o resíduo Ser 568.  

  O isomalathion apresentou uma distância média de 3,13 angstrons nas interações 

moleculares e energia livre de ligação de -5.4 Kcal/mol. Um total de 8 interações de van de 
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Waals foram identificadas, incluindo o resíduo do sítio catalítico Ser 223. Também foi 

constatado uma ligação de hidrogênio com a Ala 569, duas ligações de carbono hidrogênio com 

os resíduos Glu 412 e Ser 568, além de duas interligações do tipo Alquil com a Met 411 e Lys 

579. 

  O malaóxon apresentou uma distância média de 3,15 Å nas interações moleculares com 

a proteínas e energia livre de ligação de -5.6 Kcal/mol. Contendo nove interações de van der 

Waals, duas ligações de hidrogênio com os resíduos Asn 546 e Ala 569. Ligações de carbono 

hidrogênio também ocorreram entre os resíduos Glu 412, Asn 546, Ser 568 e Phe 545. O resíduo 

Glu 412 também apresentou uma interação por atração de cargas com o átomo de fósforo da 

molécula. E interações do tipo Alquil foram detectados entre os resíduos Lys 579 e Leu 583.  

 Em relação às interações moleculares do malathion, este apresentou uma distância média 

de 3,18 Å e energia livre de ligação de -5.4 Kcal/mol. Com nove ligações de van de Waals, 

incluindo os resíduos do sítio catalítico Ser 223 e Asp 540. Interações do tipo Alquil também 

foi encontrada entre a Ala 391, Met 411 e Leu 415. Além de ligações de carbono e hidrogênio 

com os resíduos Thr 544 e Ser 568. Os dados de todas as interações estão representados na 

Tabela 2. 

 Os ligantes malathion, isomalathion e o malaóxon são os mais comuns na literatura e o 

resultado das interações com a proteína cPLA2 estão descritos estão na figura 6, com destaque 

para a região do bolsão catalítico onde é possível observar os três ligantes supracitados, com 

ênfase para o malathion e os resíduos do sítio catalítico.  

  

 

Tabela 2: Interações moleculares da proteína cPLA2 de zebrafish com o malathion e seus análogos, 

analisadas nos softwares Discovery e LigPlot+ 

LIGANTES DISCOVERY LIGPLOT 

   

Ácido 

Dicarboxílico 
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Ácido 

Monocarboxílico 

 

 

   

Dietil Fumarato 

 

 

   

   

Isomalathion 
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Malaóxon 

 

 

Malathion 

  

 

 

 

Figura 6: A: Formato tridimensional da proteína com destaque para o bolsão catalítico com os 

principais ligantes, B: Malathion em azul, Isomalathion em amarelo e Malaóxon em verde, C: Malathion 

e os resíduos de aminoácidos do sítio catalítio Ser 223 e Asp 540. 
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4.5 EXPOSIÇÃO AO MALATHION  

 

 A exposição dos peixes ao MLT resultou em mortalidade total dos espécimes a partir da 

concentração de 0,03 % (100%). Desse modo, verificou-se a sobrevivência de todos os 

organismos testes nas concentrações 0; 0,01 e 0,02 % (Tabela 3). Dessa forma, a concentração 

letal do MLT para Devario malabaricus é de 0,029% de acordo com o método de Probits. Os 

resultados da CL50 estão demonstrados na figura 7. 

 

 

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

concentrações. 

Concentração Total (n) Sobreviventes Mortos 

0 µL 10 10 0 

0,01 µL 10 10 0 

0,02 µL 10 10 0 

0,03 µL 10 0 10 

0,04 µL 10 0 10 

 

 

 

 

Figura 7: Demonstração do gráfico referente ao cálculo da CL50 de acordo com o método  

de Probits e regressão linear desenvolvidos no programa Excel. Determinado por meio da equação 

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

 

 Os resultados do ensaio de inibição da atividade enzimática da fosfolipase A2 estão 

demonstrados na Figura 8. Pode-se observar inibição da enzima fosfolipase A2 na concentração 

de 0,02 e 1 % de MLT confirmado pelo teste estatistico ANOVA (F = 18,86; p<0,01).  

 

 

Figura 8: Atividade enzimática da fosfolipase A2 de Devario malabaricus contra o inseticida 

malathion. 

5. DISCUSSÃO  

 

 Estudos in silico atualmente são utilizados para predizer interações entre proteínas e 

diversos ligantes. No presente estudo, foi criado modelo tridimensional de fosfolipases A2 

citosólica de zebrafish, os quais foram testados com o malathion e seus análogos.  

 Os modelos desenvolvidos foram embasados na similaridade das sequências com 

identidade superior a 70% utilizando técnicas de bioinformática, em seguida foram validados 

com a construção dos gráficos de Ramachandran utilizando o programa Procheck. Os resultados 

desse estudo demonstraram mais de 90% de resíduos de aminoácidos situados em regiões 

favoráveis do modelo (HAGEN, 2000; SANTOS-FILHO et al., 2001; DE ARAÚJO et al., 

2008; CALIXTO et al., 2013). Considerando que o sítio ativo das proteínas moldes 

assemelham-se com os modelos desenvolvidos como pode ser visto no alinhamento de 

sequências, 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 possível notar que os receptores celulares a base de proteínas 
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pode constituir afinidade com esses compostos e causar efeitos negativos à nível celular e 

molecular (WU et al., 2009; XIAOLIM et al., 2012).  

 Ainda é pouco estudada a relação da fosfolipase A2 com inseticidas e seus metabólitos. 

Verifica-se uma lacuna na bibliografia acerca da interação entre o sítio ativo da proteína e 

organofosforados. A grande maioria das pesquisas está relacionada com a enzima 

acetilcolinesterase (AChE) de peixes e a inibição por malathion, bem como as consequências 

do acúmulo de acetilcolina.  

 No geral, os resultados deste estudo demonstraram que os átomos dos ligantes estiveram 

associados por meio de interações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio e covalentes (alquil). 

Para os ácidos mono e dicarboxílico, o sitio catalítico das duas proteínas interagiram por meio 

da força de van der Waals e ligação de hidrogênio (Ser 223). Uma das hipóteses aventadas sobre 

a possível interação com o malathion e seus derivados é que a PLA2 tem comportamento 

semelhante a AChE, também uma hidrolase (CALIC et al., 2006).  

 Essa hipótese é sustentada por um trabalho conduzido por KRYSAN e GUSS (1971), 

onde foi verificada a inibição da lipase de ovos de inseto por organofosforados. O malathion e 

seus metabólitos inibem a atividade enzimática através do processo de fosforilação do resíduo 

de aminoácido serina. No caso da AChE o resultado é a acumulação de acetilcolina e 

hiperestimulação do sistema colinérgico que inclui efeitos neuromusculares e no sistema 

nervoso (COLOVIC et al., 2013; REED; RUBIN, 2014; KING; AARON, 2015; SLOTKIN, 

2004).  

 A ligação 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 redução da concentração livre desse inseticida. No entanto, o fato do 

malathion interagir com o sitio catalítico das proteínas, pode promover a interação com os 

fosfolipídios de membrana e o ciclo da remodelação da mesma causando um desequilíbrio nos 

níveis do AA e lisofosfolipídios (PAF), substratos fundamentais para as fosfolipases.   

 Pesticidas como o malathion exercem seus efeitos tóxicos, principalmente no sistema 

nervoso pela atuação de diversos mecanismos de homeostase do Ca2+. A ativação da cPLA2 

envolve processos pós-traducionais com o aumento da concentração de Ca2+ intracelular, 

fosforilação por proteína-quinase específica de serina e treonina (MAPK) e ficotoxinas (ácido 

ocadaico). A fosforilação por MAPKs nos resíduos de serina 505 e 727 localizados no domínio 

catalítico, promove a otimização da atividade enzimática (CLARK et al., 1995; EPSTEIN et 

al., 2009; KOKOTOU et al., 2017). 
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 O controle da regulação da enzima é complexa e envolve mecanismos de alteração dos 

níveis de Ca2+ intracelular. O aumento da concentração deste íon é capaz de ativar a enzima e 

promover a translocação do citoplasma para a região de membrana do retículo endoplasmático, 

onde ligam-se dois íons de Ca2+ na face de ligação do domínio C2. Esta ligação proporciona um 

aumento da hidrofobicidade da região, permite a translocação e garante a estabilidade da 

proteína à membrana (LESLIE, 2015). 

  Dessa forma, o domínio catalítico que é independente de Ca2+ alcança a região da 

membrana e se liga com o auxílio do resíduo de Trp 464, o qual é responsável por estabelecer 

este vínculo. O aumento da concentração intracelular de Ca2+ promove o deslocamento da 

enzima do retículo endoplasmático para a região de membrana do envelope nuclear. Onde 

novamente a face de ligação de Ca2+ se liga à membrana, o resíduo Trp 464 estabiliza a enzima 

e o sítio catalítico é ativado promovendo a clivagem dos fosfolipídios (GIJON et al., 1999; 

LESLIE, 2015; SIRIANANT et al., 2016). 

 Agentes organofosforados apresentam moderada toxicidade e são comumente referidos 

como agentes nebulizadores e usado como arma química em guerras. A interação com enzimas 

PLA2 do grupo VII, por exemplo, pode ser interessante para explorar a reatividade de 

organofosforados, pois está presente no sangue e células de vertebrados, caminho por onde os 

agentes nervosos percorrem até seu alvo final na sinapse nervosa, sob o paradigma dos 

sequestradores catalíticos (ROSENBAUM et al., 1988; ROBERTS; AARON, 2007; 

SAMANTA et al., 2009; EPSTEIN et al., 2009).  

 Em pesquisas sobre a interação de pesticidas e eicosanóides, esse último um mediador 

lipídico derivado da reação enzimática da PLA2, observam-se que o efeito inibidor de 

prostaglandinas D2 (PGD2) podem surgir da inibição de múltiplos elementos da cascata AA, 

incluindo fosfolipase A2, enzimas COX que produzem prostaglandinas H2 (PGH2), e as 

reações a jusante que convertem PGH2 em PGD2 (MEVES, 2008; KUGATHAS et al., 2016; 

TALLIMA; EL RIDI, 2018).  

 A observação desses autores mostra que a suplementação de AA falhou em resgatar os 

efeitos de inibição de PGD2 o que sugere que o mecanismo de ação pode ser reduzido à inibição 

de COX e/ou a eventos a jusante envolvendo a conversão de PGH2 em PGD2. A inibição da 

síntese de PGD2 também pode ser uma consequência da regulação negativa da expressão da 

enzima COX, mas esta possibilidade não foi demonstrada na literatura. Em relação às isoformas 

de ciclooxigenases, WALKER e MCELDOWNEY (2013) demonstraram que a COX2 de 

peixes (trutas), cladoceros (Daphinias) e anfíbios (Xenopus) se liga à anti-inflamatórios e 
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também hormônios presentes na água. Esses autores utilizaram métodos in silico e 

corroboraram os resultados teóricos com pesquisas experimentais provenientes da literatura 

(MARKWORTH; CAMERON-SMITH, 2013; RICO-MARTÍNEZ et al., 2016). 

 Na pesquisa realizada por ARIAS-ALMEIDA e RICO-MARTÍNEZ (2011), foi 

verificado a inibição em 50% da enzima PLA2 em concentrações traço de DDT (0.96 x 10-6 

µg/L) e mais elevadas para metil parathion (69 µg/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 típicos (PÉREZ‐LEGASPI; 

RICO‐MARTÍNEZ, 2003; MANGAS et al., 2017). 

 Por outro lado, pesquisas identificaram uma estimulação da atividade enzimática de 

fosfolipases incubadas com malathion, o que pode estar relacionada à associação da enzima 

com componentes da membrana hidrolisada como a fosfoetanolamina e fosfatidilcolina. Num 

estudo com pesticidas organoclorados, verifica-se que devido às alterações do meio, na 

interação lipídio-proteína bem como associação entre o pesticida e a membrana, as fosfolipases 

não exercem sua atividade catalítica (DESCHROEDER; DEDANGELO, 1995).  

 Neste trabalho, os peixes foram expostos à deferentes concentrações de malathion por 24 

horas. A concentração letal de malathion para Devario malabaricus realizada neste trabalho foi 

de 0,029%. De acordo com a classificação de Zucher (1985) para organismos aquáticos, o 

malathion se apresenta como extremamente tóxico. De Souza et al. (2015) analisou diferentes 

concentrações de malathion em testes não estáticos de toxicidade aguda em peixes da espécie 

Colossoma macropomum com exposição de até 96 horas e a CL50 foi de 15.77 mgL-1. A 

concentração letal demontrada no presente trabalho foi inferior, entretanto,  o modelo animal 

que foi utilizado para análise apresenta tamanho corporal inferior. 

  

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Apesar da escassez de dados sobre PLA2 em peixes foi possível construir modelos 

realísticos que permitiram a elucidação das proteínas como a região do sitio ativo bem como as 

estruturas secundárias.  A partir dos resultados de docking molecular, foi possível observar que 

o malathion e seus análogos interagem com a região catalítica da proteína cPLA2 e seus 

respectivos resíduos de aminoácidos. O ácido dicarboxílico e monocarboxílico, metabólitos do 

malathion foram os principais ligantes devido as ligações de hidrogênio com o sítio catalítico. 
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Apesar de ser considerada uma ferramenta importante para estudos moleculares, as análises in 

sílico são apenas predições sobre possíveis interações moleculares entre as proteínas e os 

ligantes.  

 Em relação à avaliação da atividade enzimática, o presente trabalho apresenta resultados 

de uma inibição significativa da atividade da fosfolipase A2. Para o experimento, foi utilizado 

o extrato homogeneizado do tecido corpóreo dos organismos que foram expostos à diferentes 

concentrações in vivo ao malathion. 

 Para melhor entendimento quanto ao tipo específico de PLA2 encontrada em diferentes 

órgãos e tecidos do peixe Devario malabaricus. Portanto, recomenda-se que seja realizado o 

isolamento da proteína em diferentes tecidos para especificar qual o tipo de fosfolipase está 

atuando no processo. 
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