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RESUMO
Os lipidios sao moléculas essenciais para os organismos ¢ a familia das proteinas de ligagao
com acidos graxos (FABP) ¢ uma das principais transportadoras dessas moléculas nas células.
Nosso grupo mostrou uma diversidade aumentada de FABP em invertebrados, usando ostras
como organismos modelo. Aumento na expressdo génica de FABP2 da ostra do Pacifico
Crassostrea gigas foram observados apds testes com estressores ambientais, sugerindo um
potencial uso dessa proteina como biomarcador de contaminagdo aquatica. O mecanismo
molecular pelo qual os lipidios atingem os bolsdes de ligacdo nas FABP ainda ndo esta
totalmente claro. Além disso, detalhes acerca da interacdo entre a proteina ¢ as membranas na
fungdo de transporte precisam ser elucidados, at¢ mesmo para os vertebrados. Devido a
complexidade envolvida na interagido FABP-membrana, FABP-ligante ¢ FABP-proteinas
citosdlicas, faz-se necessario o uso de ferramentas modernas de biologia estrutural para
compreender o processo em nivel atdmico. Para isso, nesse estudo foram empregadas técnicas
de modelagem 3D, docking e dindmica molecular em FABP2 de C. gigas. Foram encontradas
preferéncias de ligacdo da proteina com é4cido palmitico e com o xenobiotico diclofenaco. O
residuo R112 parece ser chave para a intera¢do. Além disso, foram utilizadas técnicas de
dindmica molecular acelerada em um estudo aprofundado sobre a interacao de FABP4 humana
com a membrana, cujo modelo estd em consonancia com resultados experimentais reportados.
Nossos resultados mostraram que o residuo de F28 na hélice II parece ter papel fundamental
para o mecanismo de interagdo com membranas e as mutagdes nessa posi¢ao podem ter efeitos
expressivos na dindmica de ligacdo. Esses dados podem contribuir para o entendimento dos
mecanismos de interagdo da familia das FABPs e para a area da toxicologia em geral,

impulsionando o campo com novas abordagens metodologicas.

Palavras-chave: FABP. Acidos graxos. Dindmica molecular. Coarse-Grained. Bioinformatica



ABSTRACT
Lipids are essential molecules for living organisms. Fatty acid-binding protein family (FABP)
is responsible for one of the main transporters in cells. Our group has shown an enhanced FABP
diversity in invertebrates, using oysters as model organisms. The FABP2 gene in Pacific Oyster
was up-regulated when environmental stressors were tested, suggesting this protein may be a
biomarker candidate. The molecular mechanism of how lipids achieve the binding pockets in
FABP remains unclear. Additionally, how the protein interacts with the membranes to lipid
transport needs to be clarified even for vertebrates. Due to the complexity involved in FABP-
membrane, FABP-ligand, and FABP-cytosolic proteins interactions, the use of modern tools in
structural bioinformatics is necessary to elucidate the process at atomic level. In the present
study we employed techniques such as molecular modelling, docking and dynamics in a FABP2
from a sentinel organism, mapping preferences for binding with palmitic acid and diclofenac.
The R112 was a key residue for these interactions. Furthermore, the accelerated molecular
dynamics approach was also used in an in-depth study on human FABP4 ligand and membrane
binding. All presented models were in line with reported experimental data. Our data showed
that the F28 residue at helix II seems to play a fundamental role in the interaction mechanism
with membranes and the mutations at this position may have expressive effects on the dynamic
binding. These data may contribute to the understand of FABP family interaction mechanisms,

and to the toxicological area in general, boosting the field with new methodological approaches.

Keywords: FABP. Fatty acids. Molecular dynamics. Coarse grained. Bioinformatics
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CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A DISSERTACAO

A dissertagdo estd organizada em dois capitulos que comtemplam estudos
computacionais das interagdes das FABPs (Fatty acid binding proteins) em organismo
invertebrado e vertebrado. No capitulo 1 apresentaremos um estudo com a proteina
transportadora de &cidos graxos FABP2 da ostra do pacifico. Parte dos dados apresentados aqui
foram recentemente publicados na revista Environmental Science and Pollution Research
(Anexo A). Esse foi uns primeiros trabalhos feitos de forma computacional (in silico) com a
familia das FABPs de ostra e motivou o desenvolvimento de estudos com proteinas humanas,
organizados no capitulo 2 da dissertagdo. Uma vez que ainda sdo poucas as informagdes
estruturais dessa familia proteica em vertebrados, nesse capitulo foi feito um aprofundamento
das interacdes da FABP com membranas, apresentando dados de dinamica molecular de longa
duracdo. Até onde temos conhecimento esses s3o os primeiros dados simulados
computacionalmente para uma FABP em membrana utilizando os parametros do modelo
Martini (versdao 3.0). Esse trabalho, portanto, passa a ser pioneiro no Brasil por apresentar
pontos chave para o mecanismo de interacdo e transporte de acidos graxos em membranas

biologicas, € também por empregar essa abordagem metodologica.

CAPITULO I: CARACTERIZACAO IN SILICO DE LIGACOES DE FABP2 EM
CRASSOSTREA GIGAS E IMPLICACOES ECOTOXICOLOGICAS!

1 INTRODUCAO
1.1 BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AQUATICA

Os moluscos bivalves sdo considerados excelentes organismos sentinelas e dentre
essas espécies, a ostra do Pacifico (Crassostrea. gigas) pode ser considerada uma importante
espécie para o biomonitoramento de xenobioticos (DAVIES; VETHAAK, 2012; WESSEL et
al., 2007). Caracteristicas como a anatomia e o ciclo de vida; a capacidade de bioacumulagao

de substancias quimicas; a facilidade de cultivo e de manipulagdo em laboratdrio; fazem desse

'0s dados deste capitulo estdo no artigo Tisca et al. (2021), publicado na revista Environmental Science
and Pollution Research
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organismo uma importante ferramenta ecotoxicoldgica (COLLIN et al., 2010; ERNANDE et
al., 2003; MIOSSEC; LE DEUFF; GOULLETQUER, 2009). Além disso, os cultivos de C.
gigas sao considerados um dos mais representativos pela aquicultura, tornando ainda mais
necessario o monitoramento e elucidacdo bioquimica e molecular nesses organismos. Nesse
sentido, grande parte dos estudos gendmicos e moleculares com bivalves tém focado no género
Crassostrea. Tendo C. gigas, inclusive, o genoma completamente sequenciado e demonstrando
uma incrivel complexidade genomica quanto a adaptagdo aos estresses ambientais
(SAAVEDRA; BACHERE, 2006; ZHANG et al., 2012).

Os biomarcadores sao amplamente utilizados no monitoramento ambiental, de forma
a verificar a exposicdo ou efeito de xenobidticos nos organismos e sdo definidos como
alteracdes bioquimicas, celulares, moleculares ou ainda, mudancas fisiologicas nas células,
fluidos corpédreos, tecidos ou orgaos (LAM; GRAY, 2003). O uso de biomarcadores se faz
importante no sentido de obter previamente, sinais de danos nos niveis de organizagdo celular
complexa e o potencial de antecipar tais mudangas os tornam importantes no alerta precoce,
permitindo assim, o inicio de estratégias de biorremediacdo antes da ocorréncia de danos
ambientais irreversiveis (CAJARAVILLE et al., 2000; VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003). Nesse sentido, biomarcadores representam ferramentas cada vez mais
reconhecidas mundialmente para avaliagdo de impactos causados pela poluicdo no ambiente
marinho, incorporados inclusive em varios programas de monitoramento ambiental
(CAJARAVILLE et al., 2000; VIARENGO et al., 2007).

Na busca por biomarcadores para o género Crassostrea, o Laboratorio de
Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e Imunoquimica (LABCAI) vem realizando ha
anos, diversos estudos de exposi¢do desses organismos sentinela a diferentes compostos
xenobioticos. C. gigas exposta a alquibenzeno e esgoto sanitario, por exemplo, mostraram um
aumento nos niveis de transcritos de proteinas de ligagdo com &cido graxo (FABP-/ike) e
glutationa S-transferase (GST-w-/ike) sugerindo uma possivel resposta rapida nos tecidos para
protecdo e manutencdo da homeostase destes organismos (FLORES-NUNES et al., 2015).
Também foi encontrado regulacao positiva significativa nos niveis de transcritos do citocromo
P450 (CYP2AUL, CYP356A1, CYP3071A1), GST-w-like, GST-z-like, ciclooxigenase (COX-
like), ¢ FABP-like quando expostas a ibuprofeno (IBU) (SERRANO et al., 2015). E em C.
brasiliana coletadas de fazendas proximas a area urbana foram identificados niveis mais

elevados de transcritos de GST-Q-like, CYP2AUl e FABP-like, bem como atividade
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aumentada de glutationa redutase (GR) e glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em ostras
das fazendas mais proximas a area urbana, concomitantemente a uma diminuic¢ao na atividade
de catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), sugerindo maiores niveis de peroxidagdo
lipidica como efeito de adaptacdo desses organismos a exposi¢do aos poluentes (ZACCHI et

al., 2018).

12 PROTEINAS DE LIGACAO COM ACIDOS GRAXOS

As proteinas de ligacdo com lipideos intracelulares (iLBPs) sdo proteinas de baixa
massa molecular (~15 kDa), conhecidas por seu papel critico no transporte de ligantes
hidrofébicos, como acidos graxos de cadeia longa e retindides (SCHAAP; VAN DER VUSSE;
GLATZ, 2002). Podem ser divididas em trés subfamilias: as proteinas de ligacdo com acido
retindico e retinol, CRABP e CRBP respectivamente, e as que se ligam a acidos graxos de
cadeia longa sdo chamadas de proteinas de ligagdo com acidos graxos (FABPs) (SCHAAP;
VAN DER VUSSE; GLATZ, 2002). Em relagdo a essa ultima, tem sua classificagdo baseada
nos padrdes de distribuicdo dos tecidos e sao classificadas quanto as preferéncias por ligantes
(HAUNERLAND; SPENER, 2004). Em vertebrados, receberam especial atencdo como
potenciais alvos terapéuticos para varias doencas como obesidade, diabetes e aterosclerose,
devido ao seu papel nas vias de sinalizagdo, ligacdo com outras proteinas citosodlicas, além da
captacao e transporte de acidos graxos (ARMSTRONG et al., 2014; STORCH; THUMSER,
2010). No espago intracelular, FABPs estdo envolvidas na difusao desses lipideos, a partir da
membrana plasmatica para outros compartimentos celulares, como a membrana externa das
mitocdndrias, por exemplo (VAN DER VUSSE et al., 2002). As FABPs sdo encontradas em
varias espécies, desde Drosophila melanogaster € Caenorhabditis elegans até ratos e humanos,
demonstrando uma forte conservacao evolutiva (SMATHERS; PETERSEN, 2011). Em geral
tém uma gama extremamente ampla de diversidade de sequéncias, que variam de 15% a 70%
de identidade de sequéncia entre os diferentes membros, contudo, a estrutura tercidria
permanece altamente conservada, Figura 1. Composta por duas folhas B-pregueadas, cada uma
contendo cinco fitas antiparalelas que formam uma estrutura de barril-p, dentro da qual,
delimita-se uma cavidade solvatada onde encontra-se o bolsdo de ligacdo com o ligante. Na
regido N-terminal, tem-se um motivo hélice-volta-hélice que, fecha o barril-f e atua como um

portal para o acesso e saida de ligantes (CHMURZYNSKA, 2006).
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Figura 1- Estrutura de FABP: duas folhas B-pregueadas, cada uma contendo cinco fitas antiparalelas que formam
um barril-f3 mais um motivo hélice-volta-hélice que fecha o barril-p. Dentro da cavidade uma encontra-se molécula
de Palmitato.

Fonte: Propria autora.

Evidéncias experimentais demonstram que diferentes moléculas lipofilicas, como
compostos perfluorados, bezafibrato, nitrazepam e ibuprofeno, podem se ligar a FABPs
(GONZALEZ; FISHER, 2015; MARTIN et al., 2013; VELKOV et al., 2005; ZHANG; REN;
GUO, 2013). Além disso, as FABPs tém sido sugeridas como um potencial biomarcador
molecular de exposicao a contaminagado aquatica em peixes (BILBAO et al., 2010; LIU et al.,
2008; OLIVARES-RUBIO; VEGA-LOPEZ, 2016) ¢ ostras (FLORES-NUNES et al., 2015;
MEDEIROS et al., 2008; SERRANO et al., 2015; ZACCHI et al., 2018).
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1.3 CONSIDERACOES SOBRE O CAPITULO I

Entre os invertebrados, a ostra do Pacifico (C.gigas), cujo genoma foi sequenciado em
2012, destaca-se como um novo modelo de referéncia para estudos moleculares em moluscos
(SAAVEDRA; BACHERE, 2006; ZHANG et al., 2012). Além de sua relevancia economica,
C. gigas também ¢ um organismo sentinela, capaz de tolerar e bioacumular estressores quimicos
sendo amplamente utilizado para avaliar os efeitos dessas substancias no ambiente aquatico
(BAYEN; LEE; OBBARD, 2007, 2007; BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004; ZHANG et
al., 2016). Um estudo recente do grupo de pesquisa LABCAI sobre organizagdo génica,
estrutura proteica e filogenia da familia iLBPs de C. gigas (TOLEDO-SILVA et al., 2017),
revelou que o genoma da ostra do Pacifico contém 14 genes iLBP, dez variantes de splicing e
dois pseudogenes, um repertério mais extenso quando comparado a outros invertebrados
(ZENG et al., 2013). Em comparag@o com os iLBPs dos vertebrados, a anélise sugere trajetorias
evolutivas distintas, embora elas também apontem para um possivel homologo de vertebrados.
Curiosamente, o chamado CgiLBP4 de C. gigas possui quatro variantes de splincig, agrupadas
em conjunto com o FABP2 (I-FABP), compartilhando um padrao de residuos (E /R / K) na
regido hélice-volta-hélice. A andlise in silico mostrou que o modo de ligagdo com palmitato
parece ser muito semelhante com a FABP2 de vertebrados (TOLEDO-SILVA et al., 2017).

Apesar de praticamente nao existir informacao sobre ligantes e fun¢des hidrofobicas
especificas de FABP em moluscos, um estudo revelou uma regulagdo positiva no niveis de
transcritos de uma isoforma semelhante a FABP2 (denominada CgiL BP4 por Toledo-Silva et
al., 2017) em C.gigas expostas a esgoto urbano (MEDEIROS et al., 2008). Nesse contexto, foi
detectado um incremento nos niveis de transcri¢do de CgiL. BP4 ndo apenas nas ostras expostas
ao esgoto (FLORES-NUNES et al., 2015), mas também em ostras expostas a ibuprofeno
(SERRANO et al., 2015). Esses dados sugerem que as FABPs podem estar relacionados as
respostas de ostras ao estresse quimico e que os xenobidticos podem interagir com essa familia
de proteinas e interferir em suas fungdes fisiologicas, como acontece nos vertebrados

(GONZALEZ; FISHER, 2015; MARTIN et al., 2013).
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2 OBJETIVO GERAL

Neste capitulo objetiva-se caracterizar a proteina FABP2 de um organismo sentinela,
Crassostrea gigas, mapeando as interagdes moleculares com potenciais ligantes enddgenos ¢

xenobidticos através de técnicas de bioinformatica estrutural.

2.1.1  Objetivos especificos

I.  Caracterizar in silico a estrutura tridimensional de FABP2 em C.gigas;

II.  Avaliar a interagdo de FABP2 de C.gigas com farmacos de interesse ecotoxicologico e

possiveis ligantes endogenos.

3 METODOLOGIA

3.1 MODELAGEM COMPARATIVA

A sequéncia de aminoacidos da isoforma de FABP2 de C.gigas (GenBank:
ABU41520.1) foi submetida ao servidor NCBI: BLAST (Ferramenta Basica de Busca por
Alinhamento Local) por meio do bancos de dados PDB (Protein Data Bank) e sequéncias de
proteinas ndo redundantes (nr), usando o algoritmo BLASTp (CAMACHO et al., 2009). O
programa SwissModel (ARNOLD et al., 2006) foi utilizado para gerar o modelo tridimensional,
usando como critérios de selecdo, sequéncias de identidade maiores do que 35%, modelos
complexados com ligantes naturais (acido palmitico, oleico ou araquiddnico) e gerados por
técnica de cristalografia de raios-x. A qualidade do modelo construido foi estimada através dos
scores de QMEAN4 (maximo -3,5), GMQE (valores proximos a 1), cobertura superior a 95%
e valores de CP, solvatacdo e tor¢ao (mais positivos ou proximos de zero) (BENKERT;
BIASINI; SCHWEDE, 2011). Os programas PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) e
Verify3D (BOWIE; LUTHY; EISENBERG, 1991) foram utilizados para verificar a
confiabilidade dos modelos 3D. A avaliacdo do ProSA também foi utilizada para calcular o Z-
score e verificar a qualidade do modelo (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Além disso, o
potencial de gerar uma estrutura de confiabilidade também foi avaliada por meio de anélises de
TM-score (XU; ZHANG, 2010; ZHANG; SKOLNICK, 2004) e grafico de Ramachandran
(LOVELL et al., 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ABU41520.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ABU41520.1/
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3.2 DOCKING MOLECULAR

Foram realizados testes de docking molecular no programa SwissDock
(GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011), com pardmetro de cadeia lateral flexivel de 3A
em torno do ligante e modo acurado. Os ligantes hidrofobicos foram obtidos no banco de dados
Zinc 15 (http://zinc.docking.org/). As estruturas selecionadas foram as dos possiveis ligantes
endogenos: palmitato (ZINC6072466), acido oleico (ZINC6845860) e acido araquiddnico
(ZINC4474696) e os farmacos: ibuprofeno (ZINC2647), diclofenaco de sodio (ZINC1281) e
acetaminofeno (ZINC135508). A posicdo de encaixe mais estavel para cada ligante foi
selecionada no software Chimera (versao 1.10.2) com base em sua posi¢ao na bolsa de ligagao,

e nos scores de energia mais baixa full fitness e AG.
3.3 DINAMICA MOLECULAR ATOMISTICA

A partir dos complexos mais promissores gerados nas etapas anteriores, dinamicas
moleculares de 100ns foram realizadas através do GROMACS 2019.2 (BERENDSEN; VAN
DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995; LINDAHL et al., 2019a, 2019b). O campo de forga
CHARMM36 (VANOMMESLAEGHE et al., 2010) foi utilizado e a topologia dos ligantes
preparada pelo CGenFF (VANOMMESLAEGHE; RAMAN; MACKERELL, 2012). O tempo
de integragdo para todas as simulagdes foi de 2fs. E o complexo solvatado em um dodecaedro
com moléculas de agua, modelo TIP3P. Foram adicionados ao sistema 150 mM de NaCl, além
de contra fons para atingir a neutralidade de carga. Depois da minimiza¢do de energia, duas
equilibragoes de 500 ps foram realizadas com restri¢ao de posi¢do para o esqueleto de proteinas.
As dindmicas foram realizadas com um padrdo de temperatura e pressao de 300K e Ibar

respectivamente.
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4 RESULTADOS

4.1  MODELO 3D DA FABP2 DE OSTRA

A modelagem 3D para CgFABP2 foi construida usando o melhor 4it de PDB como
modelo, FABP2 intestinal de Rattus norvegicus, PDB: 2IFB, com 39% de identidade de
sequéncia. O modelo 3D CgFABP2 foi submetido a avaliacao da qualidade estrutural e validado
para posicoes de tor¢ao psi e phi usando o grafico de Ramachandran (Figura 2). A analise
revelou que 90,6%, 7,7% e 0% dos residuos no modelo construido CgFABP2 foram colocados
nas regides mais favorecidas, permitidas e ndo permitidas, respectivamente. Lembrando que

um modelo de boa qualidade deve ter mais de 90% das tor¢des nas regides mais favorecidas.

Figura 2- Grafico Ramachandran do modelo de CgFABP2 mostrando que os residuos foram colocados nas
seguintes regides: mais favorecidas (90,6%), adicionais permitidas (7,7%), generosamente permitidas (1,7%) e
ndo permitidas (0%).

Ramachandran Plot

180+

Estatistica
Residuos nas regioes

1354

90

Mais favorecidas 106  90,6%
Adicionais permitidas 9 7,7%
RCh Generosamente permitidas 2 1,7%
§,, Nao permitidas 0 0%
£ 01
E Numero de residuos
-45 Nao glicina e ndo prolina 117
Finais (excl. Gly e Pro) 2
90 Glicina (mostrado como triangulos) 10
Prolina 2
-135
Numero total de residuos 131  100%
180 -135 90  -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Fonte: Propria autora pelo PROCHECK disponivel em https://saves.mbi.ucla.edu/

J4 a avaliag@o do ProSA, usada para verificar se a pontuagdo z da estrutura de entrada
esta dentro da faixa de pontua¢des normalmente encontrada para proteinas nativas de tamanho
semelhante, mostrou um score Z de —5,21, indicando uma estrutura prevista de alta qualidade
(Figura 3). Os resultados de avaliacdo de qualidade mostraram que o modelo tridimensional

construido de CgFABP2 era confidvel para as etapas in silico subsequentes.


https://saves.mbi.ucla.edu/
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Figura 3- Pontuagdo Z-score indicando alta qualidade do modelo quando comparada a estruturas determinadas
experimentalmente, de sequéncia do mesmo tamanho.
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Fonte: Propria autora pelo ProSA-web disponivel em https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php

4.2  DOCKING MOLECULAR COM LIGANTES DE INTERESSE

O modelo construido e de boa qualidade foi entdo usado para a predizer a ligagao de
diferentes ligantes por meio de testes de docking molecular. As interagdes de CgFABP2 com
acidos graxos (palmitato, acido oleico e araquidonico) e anti-inflamatdrios ndo esteroidais
(ibuprofeno, diclofenaco de sddio e paracetamol), foram avaliadas por meio da estimativa de
energia livre (AG), Tabela 1. Em relacdo aos acidos graxos, os valores de docking mostraram
uma maior afinidade para o 4cido palmitico (—10,20 kcal/mol), Figura 4A, em comparagao com

o0 4cido araquidonico (—9,88 kcal/mol) Figura 4B e acido oleico (—9,26 kcal/mol) Figura 4C.
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Figura 4- Caracteristicas de ligagdo de CgFABP2 com os 4cidos graxos, palmitato (A), acido araquidonico (B) e
acido oleico (C). Os contatos polares estdo representados em amarelo tracejado. Os valores numéricos estimados
de energia livre AG em kcal/mol de cada ligante estdo indicados abaixo da representacdo estrutural.

A B

o ©

Arg57
- B?g Val55
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-10,20 -9,88

-9,26

Fonte: Os resultados foram obtidos pelo software SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) ¢ as
imagens construidas pelo PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC.,
2015).

Em relag¢do aos farmacos que foram testados, o diclofenaco Figura 5A apresentou a
menor energia (-9,37 kcal/mol), seguido por ibuprofeno Figura 5B (—8,60 kcal/mol) e
paracetamol Figura 5C (-6,6 kcal/mol). Com exce¢do do paracetamol, todos os outros fArmacos

apresentaram valores proximos aos dos acidos araquiddnico e oleico.
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Figura 5- Caracteristicas de ligacdo de CgFABP2 com diferentes farmacos (A) diclofenaco, (B) ibuprofeno e (C)
paracetamol. Os contatos polares estdo representados em amarelo tracejado.
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Val55
AR

V.
Asp78

-6,65

Fonte: Os resultados foram obtidos pelo software SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) e as
imagens construidas pelo PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC.,
2015).

Para fins de comparacdo entre o mecanismo de ligacdo, na tabela a seguir, sdao
apresentadas uma avaliagao do numero de contatos polares e hidrofobicos, valores de AG e full

fitness para todos os ligantes testados.
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Tabela 1- Energias de interacdo estimada das melhores poses de Docking molecular de CgFABP2 com possiveis
ligantes enddgenos do tipo dcidos graxos, e firmacos xenobioticos.

Ligantes AG estimado Full fitness Contatos
(kcal/mol) (kcal/mol) Polares Hidrofébicos

Palmitato -10,20 -1074,6 2 11
Acido Araquidénico 9,88 -1040,18 2 13
Acido Oleico -9,26 -1063,25 1 11
Diclofenaco -9,37 -982,12 2 9
Ibuprofeno -8.,60 -1019,12 2 6
Paracetamol -6,65 -1021,39 2 5

Fonte: Propria autora a partir dos resultados obtidos pelo programa SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE,;
MICHIELIN, 2011)

Os acidos graxos, palmitato e dcido araquidonico apresentaram os menores valores de
energia livre de ligagdo estimadas, ambos apresentaram duas ligagdes de hidrogénio, e em
relacdo aos demais ligantes, obtiveram o maior nimero de interacdo ndo polares. Entre os
farmacos, a andlise de contatos mostrou que o diclofenaco apresentou o maior nimero de
interacdes ndo polares, nove no total, atingindo valor de AG semelhante aos dos acidos graxos
(—9,37 kcal/mol). O ibuprofeno, com seis contatos apolares, apresentou o segundo menor AG
entre os farmacos (—8,6 kcal/mol) enquanto o paracetamol com um contato apolar a menos
apresentou valor de AG igual a —6,6 kcal/mol.

As interagdoes de CgFABP2 com os ligantes mostraram que a R112, Figura 6, ¢ um
residuo fundamental no mecanismo de ligacdo, atuando como doador de hidrogénio (doador de
cadeia lateral) para a cabega polar dos diferentes ligantes. Também os residuos V55 e R57 estao
envolvidos em interacdes hidrofobicas com todos os ligantes. J& o residuo de N65 ¢ um doador
de hidrogénio (doador de cadeia lateral) para os grupos de 4cido oleico, araquidonico e cabeca

polar de diclofenaco e realiza interagao hidrofobica com os demais ligantes.

Figura 6- Alinhamento da sequéncia de CgFABP2 com os diferentes ligantes evidenciando os residuos envolvidos
no mecanismo de ligacdo. Em preto, os residuos doadores de hidrogénio e em cinza os residuos de interagdes
hldrofoblcas Os residuos de V55, R57, N65 e R112 interagem com todos os llgantes

_acid/1-137 IMEEIKSKFEGNWEC IKKENVEGFLEALGINVIKERKAAAQFNPKLLISVGGGCVE EMPIKEITUESKLDDE IDVNEDDHEKAELT 88
idonic_arid/1-137 1 MEEIKSKFEGNWEC IKYENUEGELEALGINVIKRKAAAQFNPKLLI SVGGGCVE \’ EUPIKEITRIENKLDDE IDVNDDDHEYEAKLT 88
_acid/1-137 IMEEIKSKFEGNWEC IKYENVEGFLEALGINVIKERKANAQENEKLLI SVGGGCVERVEIELP IKEITRIEFKLDDEIDVNDDDHEYEAKLT 88

CgFABP2_Ipuprofen/I-137 IMEEIKSKFEGNWEC IKKENVEGFLEALGINVIKRKAAAQFNPKLLISVGGGCVERVEEMP IKEITUERKLDDEIDVNEDDHEYEKEAKLT 88
CgFABP2_Diclofenac/I-137 IMEEIKSKFEGNWEC I KKENVEG[HLEALG INVIKRKAAAQFNPKLLI SVGGGCVEVIKMP IKEI TRIEFKLDDE I DINDDHEIKAKLT 88
CgFABP2_Acetamimophen/I-137 IMEEIKSKFEGNWEC IKKENVEGFLEALGINVIKRKAAAQFNPKLLISVGGGCVEUVEKMP IKEITRERKLDDE IDVNEDDHEYEKEAKLT 88
CgFABP2_Paimitic_acid/I-137 80 YSDGEMTLCLRAVDGK SKDNT |VIE I EGDNLVQT L TCNGVT TFKKC 137
CgFABP2 Arachidonic_acic/I-137 89 Y SDGEMTHCIERAVDGK SKDNTIIVIAE | EGDNLVETTCNGVTAKITFKKC 137
CgFABP2 Oleic_acid/I-137 80 YSDGEMTLCLRAVDGK SKDNT I VE I EGDNLVEITLTCNGV TAKIWTIEKKC 137
CgFABP? Ipuprofen/I-137 80 YSDGEMTLCLRAVDGK SKDNT |VIE [ EGDNLVQTATCNGVTAKTTFKEKC 137
CgFABP2 Diclofenac/I-137 80 YSDGEMTLCLRAVDGK SKDRITIVME [ EGDNLVETATCNGVTAKTTFKEKC 137

CgFABP2_Acetaminophew/I-157 80 YSDGEMTLCLRAVDGK SKDNTIVE I EGDNLVQTATCNGVTAKTTFKEC 137

Fonte: Propria autora utilizando o programa Jalview (WATERHOUSE et al., 2009).
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43 DINAMICA MOLECULAR DA FABP2 COM ACIDOS GRAXOS

A partir das melhores posi¢des de docking molecular, dinamicas de 100ns foram
avaliadas para o complexo de ligacdo CgFABP2 e 4cidos graxos. A estabilidade
conformacional de CgFABP2 foi avaliada pelo céalculo dos desvios médios quadraticos por
residuo (RMSF) em relacdo a estrutura de docking que deu inicio a dindmica molecular (MD).
Também uma dindmica com a estrutura sem a presenga de ligante (Apo) foi simulada com o
objetivo de comparar todas as condigdes dindmicas da proteina. No grafico de RMSF (Figura
7) observa-se que a forma Apo (linha azul) apresentou pouca movimentacao na regido do portal

a-hélice I e II, enquanto a regido de loop BCD mostrou-se altamente flexivel.

Figura 7- Grafico de flutuacdo quadratica média (RMSF). O RMSF esta relacionado a flexibilidade e ¢ calculado
para cada um dos aminoacidos de CgFABP?2 para as diferentes condigdes de simulagdo ao longo de 100ns.
BA ol all PB PBC PD BE PF  BG  pH  PI B

= Apo
0.35 P

Ac. araquiddnico
—— Ac. oleico
—— Palmitato

0.10 A

0.05 4

20 40 60 80 100 120 140

Residuo (carbono-a)

Fonte: Propria autora.

Devido ao curto tempo de simulagao, a Apo foi estendida até 1,5us, a fim de identificar
se mudangas conformacionais maiores eram possiveis de serem observadas. A trajetoria de
tempo estendido mostrou que as regides de loop BCD mantiveram-se altamente variaveis assim
como as a-hélices I e II foram pouco flexiveis (Figura 8). Em contrapartida, os loops BC, BCD

e BEF e BGH apresentaram maiores mudangas conformacionais do que as mesmas regides na
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simula¢do de 100ns. E possivel que mudancas conformacionais maiores precisem de mais

tempo de simulagdo para ocorrer.

Figura 8- Comparagdo entre a estrutura apo depois de 100ns (A) e ap6s 1,5us (B) evidenciando as regides de maior
flexibilidade. Os valores sdo ilustrados por cores e espessura, variando de baixa mobilidade (azul e mais fino) a
alta variabilidade (vermelho e mais grosso). Com um tempo maior de simulagdo hd um aumento de flexibilidade
nos loops BBC, BCD, BEF, BGH e levemente nas hélices.

100ns 1,5ps

Fonte: Propria autora utilizando o programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrédinger, LLC., 2015).

As simulagdes com os diferentes acidos graxos, mostraram que mesmo em 100ns de
simulacdo, a presenca de um ligante no bolsdo de ligagdo ¢ capaz de induzir mudangas
conformacionais importantes na estrutura, particularmente, nos loops BBC, BCD, BEF e BGH
(Figura 9). Para os complexos CgFABP2-acido palmitico (Figura 9C) e CgFABP2-4cido
araquidonico (Figura 9D) também se observa uma pequena movimentacao da hélice II. A
ligagcdo com acido oleico (Figura 9B), apesar de apresentar maior variacao nos loops BBC e
BGH, mostrou movimentacao restrita nas demais regides, principalmente no portal das a-

hélices.
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Figura 9- Diferencas na flexibilidade das regides de CgFABP2 na presenca e auséncia de ligantes, depois de 100ns
de trajetoria calculada. (A) Estrutura apo, (B) &cido oleico, (C) acido palmitico e (D) acido araquidénico.

Fonte: Propria autora utilizando o programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrédinger, LLC., 2015).

Do ponto de vista do ligante, foi observado no célculo de RMSD, que a partir de 40ns
de simulagdo todos os ligantes tém pouca movimentacdo dentro da cavidade, apresentando de
forma muito semelhante estabilidade de ligag¢do (Figura 10). Levando em consideracgao a baixa
flexibilidade da R112 (Figura 7), em torno de 0.5nm, esse residuo parece ser principal o
principal doador de hidrogénio para a cabeca polar dos diferentes acidos graxos ao longo da

dinamica, mantendo essas ligacdes estaveis.
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Figura 10- Desvio médio quadratico (RMSD) com valores baixos para todos os acidos graxos testados. Quanto
menor o desvio maior a estabilidade do ligante durante a interagao.

Acidos graxos

0.25 -
0.20 1
E 0.15 1
[a)
I}
=
o 0.10 4
0.05 A —— Ac. araquidénico
— Ac. oleic
0.00 4 = Ac. Palmitico
0 20 40 60 80 100
Tempo (ns)

Fonte: Propria autora.
5 DISCUSSAO

As FABPs podem se ligar reversivelmente a uma ampla gama de ligantes hidrofobicos
(FURUHASHI; HOTAMISLIGIL, 2008), como &cidos graxos e produtos farmacéuticos
(VELKOV et al.,, 2005). No entanto, suas funcdes biologicas ainda ndo estdo bem
compreendidas, particularmente em invertebrados (SMATHERS; PETERSEN, 2011).
Variagdes nos niveis de transcricao de diferentes FABPs foram observadas em C. gigas sob
condigdes de estresse fisiologico (DAVID et al., 2005; HUVET et al., 2004; LANG et al.,
2009), fitotoxinas (MELLO et al., 2012) e exposi¢@o a esgoto sanitario (FLORES-NUNES et
al., 2015; MEDEIROS et al., 2008). Um aumento significativo (43,6 vezes) na transcricdo do
gene FABP2-/ike foi observado em hepatocitos de ostra apds 48 h de exposigdo a esgoto
sanitario nao tratado (MEDEIROS et al., 2008). Além disso, a regulacao positiva do gene
FABP2-/ike foi encontrada nas branquias de C. gigas depois de 1 (2,6 vezes) e 7 (2,2 vezes)
dias de exposicio a 1ug - L' de ibuprofeno (SERRANO et al., 2015). Toledo-Silva et al. (2017)
caracterizaram a familia de genes iLBP de C. gigas, que inclui um grupo de FABPs e 26
transcritos diferentes de iLBP. Entre estes, os genes CgFABP2 foram identificados e
classificados como CgiLBP4. Esses genes foram anteriormente reportados como FABP2-/ike
por Serrano et al. (2015), e FABP2 tipo intestinal por Medeiros et al. (2008). Sendo assim, a

caracterizacdo da ligacdo da proteina CgFABP2 de C. gigas foi realizada com base nos
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resultados da analise dos niveis de transcricdo dessa proteina sob exposi¢do a diferentes
xenobioticos.

O modelo tridimensional construido de CgFABP2 mostrou uma configuracao de
proteina iLBP tipica com dez fitas beta e duas a-hélices (LALONDE; BERNLOHR;
BANASZAK, 1994). O modelo 3D obtido, a partir da cristalografia de raios-x, de FABP2 de
camundongo foi usado para analise de docking molecular para avaliar as preferéncias de ligagao
do ligante (FISER, 2010; ROCHE; KIYAMA; BROOKS, 2001).

A andlise de ligagdo in silico com acidos graxos sugeriu preferéncias por palmitato,
acido araquiddnico e acido oleico, com um AG estimado de —10,2, - 9,8 e - 9,2 kcal/mol,
respectivamente. Os dados computacionais podem ser corroborados com experimentos in vitro
realizados pelo nosso grupo. De acordo com dados de dicroismo circular (CD), recentemente
publicados (TISCA et al., 2021), CgFABP2 mostrou grandes perturbacdes estruturais na
titulagdo de acido palmitico, Figura 11A, com estimativa de Ec50 de 7,8uM. Constantes
maiores foram observadas para os ligantes acido oleico e acido araquiddnico, com 14,5 e 29,5
uM, respectivamente. Ou seja, maior afinidade por 4cido palmitico em comparacao aos demais

ligantes testados, como mostra a figura a seguir.

Figura 11- Variacdo do contetido de estrutura secundaria medido por CD em regido de a-hélice a 195nm em fun¢do
da concentrag@o do ligante. (A) Os valores da metade do maximo EC50; para os acidos graxos sdo mostrados
abaixo das curvas ¢ em (B) dois valores da metade do maximo foram identificados para os farmacos e sdo
mostrados sob as curvas como EC50; e EC50,.
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Fonte:(TISCA et al., 2021)
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Essas mudangas estruturais sao devidas a afinidades de ligacao altas e especificas. O
pico positivo nesta regido espectral ¢ tipicamente encontrado em proteinas com conteudo o-
helicoidal (MILES; WALLACE, 2006), e o local de ligagdo do ligante em FABPs contém um
motivo a-hélice. E possivel que a a-hélice desempenhe um papel semelhante & de um portal ou
tampa, que abre e fecha, controlando a entrada e saida de ligantes no bolsdao de ligagdo. Esse
fendmeno ¢ conhecido como a “hipotese do portal” (HODSDON; CISTOLA, 1997; HUNTER;
BAKULA; BRUCE, 2018; SACCHETTINI; GORDON; BANASZAK, 1989). Hodsdon e
Cistola (1997) colaboraram para essa hipdtese por meio de medigdes de ressonancia magnética
nuclear (NMR) da FABP intestinal de ratos na forma holo e apo (I-FABP), sugerindo que a
regido do portal ¢ mais flexivel. Muito embora, os resultados de dindmica molecular tenham
apontado para as regides dos loops BCD, BEF e BGH, adjacentes as hélices, como as regides
mais flexiveis (Figura 7). Quando a ligacdo de acido graxo foi analisada em FABP2 de
camundongo, as taxas de associacdo de proteinas sem hélice foram semelhantes as do tipo
selvagem, mas as taxas de dissociacdo foram menores para a proteina de tipo selvagem. Os
dados indicam que as hélices de FABP2 ndo sdo necessarias para manter a integridade da
cavidade de ligacdo, mas podem servir para regular a afinidade de ligacdo de acidos graxos
(CISTOLA et al., 1996). Além disso, as variagdes da estrutura FABP observadas na titulagao
do ligante, incluindo a ligacdo com xenobidticos, foram diretamente relacionadas aos ligantes
de alta afinidade (ZHANG; REN; GUO, 2013).

Uma vez que as alteracdes estruturais do CgFABP2 apresentam uma perturbagdo da
metade do maximo inferior para o &cido palmitico, os dados experimentais in vitro de Tisca et
al. (2021), aliado aos resultados de estabilidade do ligante na cavidade de ligagdo durante a MD
desenvolvidos neste trabalho, sugerem fortemente que FABP2 de C. gigas ¢ uma proteina de
ligacdo a 4cidos graxos saturado e desempenha um papel muito semelhante ao dos vertebrados
(VELKOV etal., 2005). Provavelmente atua para manter a homeostase energética, funcionando
como um sensor de lipidios. Além disso, o genoma de C. gigas contém quatro variantes do gene
para FABP2 com caracteristicas estruturais semelhantes (TOLEDO-SILVA et al., 2017).

Os dados in silico apresentados também mostram que o diclofenaco e o ibuprofeno
apresentam AG e mecanismo de ligacdo semelhante aos dos acidos graxos, envolvendo
principalmente o residuo R112, indicando entdo uma interagdo favoravel entre os farmacos e

CgFABP2. A FABP2 intestinal e a FABP4 de adipdcito, ambos de vertebrado, se ligam ao
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ibuprofeno com constantes de dissociagdo da faixa uM e nM, respectivamente (GONZALEZ;
FISHER, 2015; VELKOV et al., 2005). A estrutura tridimensional de FABP4 humana ligada
ao ibuprofeno mostra a importancia de uma interagdo aromatica entre o ligante e um residuo de
fenilalanina na posi¢ao 16 da cadeia. Esse residuo forma uma interagdo aromatica edge-to-face
entre a cadeia lateral da fenilalanina (aceptor de elétrons) e o grupo fenil ligante (doador de
elétrons), e também uma interacdo cation pi com R126, que estd envolvida em interagdes
polares com o ligante (GONZALEZ; FISHER, 2015). CeFABP2 nio apresentou interagdo de
residuo aromatico com os ligantes testados, sugerindo uma menor afinidade para ibuprofeno
em comparagdo com FABP4 humano, que apresentou constantes de dissociagdo de 133 e 95nM
para R e S-ibuprofeno, respectivamente.

Os dados de CD de Tisca et al. (2021) das interagdes farmacéuticas também mostraram
perturbagdes estruturais mais baixas do que os acidos graxos (Figura 11). O EC50 estimado
para os compostos farmacéuticos sugere dois estados de ligacdo (cerca de 1uM e > 40uM).
Velkov et al. (2005) demonstrou interagdes entre FABP intestinal e farmacos lipofilicos, como
o ibuprofeno, com um estado e um Kd de 95uM. Chuang et al. (2008) mostraram que a FABP
de figado, tem uma cavidade maior do que a isoforma intestinal, e a maioria dos farmacos,
incluindo o ibuprofeno, se liga em dois locais, sugerindo que o local de baixa afinidade de
ligagdo estava nas regido das hélices e o local de alta afinidade estava na regido do barril-p.
Nenhuma estrutura 3D estd disponivel para CgFABP2, e a hipotese de dois sitios de ligacao
para esses farmacos ndo pode ser descartada, particularmente com uma molécula pequena como
o ibuprofeno. Do ponto de vista da perturbagdo do contetido das hélices, os farmacos testados
parecem apresentar uma afinidade de ligagdo mais baixa para CgFABP2 em comparagdo com
os acidos graxos. A perturbacdo estrutural em concentracdes mais baixas pode refletir um
segundo sitio de ligacao com alta afinidade, e mais estudos bioquimicos, mutacdo pontual ou
analise estrutural 3D s3o necessarios para esclarecer essas questdes. As técnicas empregadas
nesse trabalho limitaram-se em avaliar apenas o complexo de ligag¢do, e portanto, ndo refletem
todas as mudangas conformacionais possiveis para CgFABP2, uma vez que, ndo foi avaliado o
processo de captacao dos ligantes nem a interagdo com outras biomoléculas como membrana,
por exemplo.

As consequéncias a nivel de organismo devem levar em consideracio a concentragdo
ambiental desses compostos e uma série de fatores fisioldgicos e abidticos, mas mesmo com

afinidade de ligagdo dos xenobidticos mais baixa, efeitos biologicamente relevantes podem
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ocorrer. A concentragdo de FABP no figado e nos enterdcitos humanos ¢ muito maior do que a
concentracdo de acidos graxos livres, e as interagdes com outros ligantes hidrofobicos foram
investigadas (VELKOV et al., 2005). Como o CgFABP2 possui quatro variantes génicas no
genoma (TOLEDO-SILVA et al., 2017) ¢é possivel que os niveis dessas proteinas teciduais
possam estar relacionados a um papel de transporte de xenobidticos.

Este estudo recomenda o uso de CgFABP2 como um biomarcador potencial de
exposicao a xenobiodticos, como farmacos nao esteroidais. As respostas de CgFABP2 podem
ser avaliadas junto com outros biomarcadores, como proteinas ¢ genes relacionados a defesa
antioxidante, apoptose, modulacio do metabolismo lipidico, biotransformacgao, sistema
imunoldgico, mudancas na renovagao celular e outros biomarcadores de efeitos, como os de
DNA ¢ estresse oxidativo (dano lipidico), que sdo conhecidos por serem responsivos ao
ibuprofeno e diclofenaco em outros moluscos bivalves, como Mytilus galloprovincialis
(MEZZELANI et al., 2018) e Ruditapes philippinarum (TROMBINI; HAMPEL; BLASCO,
2019).

6 CONCLUSOES

Os resultados sugerem que CgFABP2 interage com acidos graxos e farmacos ndo
esteroidais, com preferéncia por acido palmitico e diclofenaco, respectivamente. A R112 no
sitio de ligagdo ¢ um residuo chave, fundamental na ligacdo de hidrogénio durante a interacao
com 4acido palmitico e o xenobiotico. Para compreender com maior clareza todo processo
dindmico que permeia as interagoes de FABPs, sdo necessarios mais estudos que levem em
consideragdo ndo s6 o processo de captacdo de ligantes, hipdtese do portal, como também a

interagdo com outras biomoléculas, como complexos de membrana, por exemplo.
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CAPITULO II: CONSTRUINDO UM MODELO DE CAPTACAO E TRANSPORTE DE
ACIDOS GRAXOS DE FABP4 EM MAMIFEROS

1 INTRODUCAO
1.1 FABPS EM HUMANOS

Apesar de estarem presentes em todos os tecidos do corpo humano, a funcao das
FABPs ¢ altamente especifica por tecido, assim como também, estdo altamente expressas em
tecidos que sdo bastante ativos no metabolismo de acidos graxos (HAUNERLAND; SPENER,
2004; SMATHERS; PETERSEN, 2011). Nos hepatocitos, adipocitos e cardiomiodcitos, onde os
acidos graxos sdo substratos proeminentes para biossintese lipidica, armazenamento ou [3-
oxidacdo, as FABPs representam de 1 a 5% de todas as proteinas citosolicas soluveis. Estes
niveis podem ser ainda maiores apos exposi¢do cronica e elevada a lipidios extracelulares,
assim como também, em células musculares esqueléticas para pacientes com diabetes
(HAUNERLAND; SPENER, 2004, VEERKAMP; VAN MOERKERK, 1993; ZANOTTI,
1999). Apesar da nomenclatura ter sido inicialmente baseada no tecido em que foram isoladas
ou identificadas pela primeira vez, tal classificagdo pode ser um tanto quanto equivocada, uma
vez que, ndo ¢ incomum que diferentes isoformas sejam encontradas no mesmo tecido, como €

possivel verificar no quadro a seguir.

Quadro 1 - Familia de proteinas de liga¢do com acidos graxos em humanos.

Tipo Gene Expressio em humanos Ligacao
L-FABP Fabpl Intestino, figado, rim, duodeno, c6lon LCFA e acidos biliares
I-FABP Fabp2 Intestino delgado, duodeno, cdlon LCFA
H-FABP Fabp3 Rim, coragdo, cérebro e mama (em pacientes com cancer LCFA

de mama)
A_Zﬁf P/ Fabp4 Tecido adiposo e macrofagos LCFA
Apéndice, medula 6ssea, colon, duodeno, endométrio,
E-FABP Fabp5 esofago, tecido adiposo, vesicula biliar, coragao, pulmao, LCFA

linfonodos, prostata, pele, intestino, bago, testiculos,
bexiga urinaria

ILBP3 Fabp6 Intestino delgado LCFA e écidos biliares

B-FABP Fabp? Cérebro, pele e células tumorals (melanoma, cancer de LCFA
mama, glioblastoma)

Pode ligar-se as camadas
M-FABP | Fabp8 Cérebro da membrana das bainhas

de mielina e a lipidios
Tecido adiposo e testiculo (em pacientes com cancer de

T-FABP Fabp9 prostata), LCFA

NA® Fabp12 Células de retinoblastoma NA
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Fonte: Informagées obtidas pelo NCBI (NCBI RESOURCE COORDINATORS et al., 2018) e OMIM®.
LCFA= Acidos graxos de cadeia longa (Ci2-20)
NA*=Nao se aplica

Além de acidos graxos de cadeia longa, FABPs transportam uma grande variedade de
outros compostos hidrofobicos, desde moléculas endégenas como o grupo heme, acidos biliares
e eicosandides, até¢ farmacos e poluentes ambientais, como ja foi visto em estudos com
invertebrados e vertebrados (ESTEVES; EHRLICH, 2006; STORCH; THUMSER, 2000) e no
capitulo I deste trabalho. Em humanos, tais proteinas também sdo necessarias para o transporte
de acido graxos de cadeia longa para fatores de transcricdo como os receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARs). Os membros desta familia de receptores nucleares sao
amplamente conhecidos por regularem a transcricdo de genes envolvidos no metabolismo
lipidico, e modulagdo do crescimento e proliferacao celular (FURUHASHI; HOTAMISLIGIL,
2008; VELKOV, 2013).

1.2 FABP4

Dentre as FABPs, a isoforma quatro, conhecida como FABP de adipécito (A-FABP)
ou adipdcito P2 (aP2), assim chamada devido a sua similaridade de sequéncia com a chamada
proteina P2 da mielina, ¢ altamente expressa e representa cerca de 1% de todas as proteinas do
tecido adiposo (FURUHASHI; HOTAMISLIGIL, 2008). Entretanto, a expressao em niveis
elevados ndo se da apenas nas células adiposas brancas e marrons, mas também em monocitos
e macrofagos, tendo sua expressdo dramaticamente aumenta durante a diferenciacdo de
adipdcitos e durante a conversao de mondcitos em macréfagos ativados (PELTON et al., 1999).
Além dos efeitos na regulacao da transcricao e nas vias de transdugdo de sinal, o0 mecanismo
pelo qual a FABP4 pode afetar o metabolismo lipidico intracelular pode envolver o transporte
direto de seu substrato, acido graxo, para diferentes locais subcelulares (STORCH; THUMSER,
2000). Apesar da sequéncia primaria de FABP4 nao apresentar um sinal de localizagdo nuclear
tipico (NLS) ou sinal de exportacao nuclear (NES), esses dominios podem ser encontrados na
estrutura tridimensional de FABP4 (AYERS et al., 2007), fundamental para o reconhecimento
da importina-a e posterior movimentagao para o nucleo.

Esta isoforma, em camundongos, parece interagir com o hormoénio lipase sensivel
(HSL), potencialmente modulando a sua atividade catalitica e integrando varias redes de

sinalizagdo que controlam as respostas inflamatérias, potencialmente através de c-Jun N da
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quinase terminal (JNK), inibidor da kappa quinase (IKK) e acdo da insulina no adipécito. Além
de regular o influxo de acidos graxos, o FABP4 também ¢ importante no controle da produgao
de hormonio lipidico de adipdcitos para regular alvos distantes (FURUHASHI;
HOTAMISLIGIL, 2008; SMITH et al., 2007). Em macréfagos, FABP4 também medeia o
aumento das respostas inflamatorias através do inibidor IKK e JNK e aumenta o acimulo de
colesterol através da inibicdo de PPARY e do receptor de figado X o (LXRa) (HUI et al., 2010;
MAKOWSKI et al., 2005). Existe uma correlagao entre o nivel de FABP4 e adiposidade, nesse
sentido os niveis de FABP4 em mulheres ¢ significativamente maior do que em homens,
possivelmente, devido a maior quantidade de gordura corporal das mulheres (ISHIMURA et
al., 2013).

Hotamisligil et al. (1996) estudaram camundongos deficientes em aP2, gene que
codifica para FABP4, ¢ com uma dieta rica em gordura desenvolveram obesidade alimentar,
entretanto, ao contrario dos camundongos controle, ndo desenvolveram resisténcia a insulina
ou diabetes. Também os animais obesos aP2”" ndo expressaram no tecido adiposo o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a)), uma molécula envolvida na resisténcia a insulina relacionada a
obesidade, indicando que aP2 ¢ central para a via que conecta a obesidade a resisténcia a
insulina, possivelmente ligando o metabolismo dos acidos graxos a expressao de TNF-a.
Também Furuhashi et al. (2007), mostraram que em ratos, o tratamento com um inibidor de
FABP4 melhora a resisténcia a insulina, diabetes mellitus, doenga hepdatica gordurosa e
aterosclerose, indicando que a inibicdo quimica dessa isoforma pode ser uma estratégia
terapéutica contra varios aspectos da sindrome metabolica. Estudos também demonstraram que
a neutralizacdo de FABP4 secretada, através de anticorpo, poderia ser uma abordagem vidvel
para o tratamento da resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 (BURAK et al., 2015; CAO
etal., 2013).

Recentemente, FABP4 foi identificada como um regulador critico das resposta
lipidicas em células de cancer de ovario em camundongos, € 0 uso de um inibidor promoveu
uma redugao significativa da carga tumoral assim como também aumentou a sensibilidade das
células a carboplatina (antineoplasico) in vitro e in vivo (MUKHERJEE et al., 2020). Também
o aumento dos niveis séricos de FABP4 tem sido associado ao risco de céancer colorretal
(ZHANG et al., 2019) e de mama (ZENG; SAUTER; LI, 2020), apontado como um

biomarcador promissor para a doenca. Devido a importancia bioldgica dessa proteina, diversos
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estudos tém sido realizados na busca por inibidores de FABP4 (FLORESTA et al., 2019;
WANG et al., 2014; ZHOU et al., 2016).

1.3 CAPTACAO E TRANSPORTE DE ACIDOS GRAXOS

Foi proposto um mecanismo de ligagdo com o ligante, denominado "hipdtese do
portal", no qual a molécula de acido graxo entra na proteina através de uma estrutura dindmica
formada pela regido helicoidal antes de se prender dentro da cavidade (HODSDON; CISTOLA,
1997; HUNTER; BAKULA; BRUCE, 2018; SACCHETTINI; GORDON; BANASZAK,
1989). No interior desta cavidade, encontram-se residuos de aminoacidos tanto hidrofobicos
quanto polares, bem como moléculas de agua, todos envolvidos na interacdo da proteina com
seu ligante (BAKOWIES; VAN GUNSTEREN, 2002), com exce¢do de FABP1 que pode se
ligar a dois &cidos graxos ao mesmo tempo. Da mesma forma que os residuos no interior da
cavidade sdo fundamentais para a especificidade da ligacdo com os 4cidos graxos, os residuos
da regido do portal parecem estar relacionados a interacdo com a membrana e outras proteinas
(ARMSTRONG et al., 2014; CORSICO et al., 1998). Corsico et al. (1998) observaram que I-
FABP mutante, sem o motivo hélice-volta-hélice, era 80% menos eficiente na competicdo com
Citocromo C pela ligacdo com a membrana, em relacdo a -FABP selvagem, sugerindo que essa
regido helicoidal desempenha um papel critico no mecanismo de transferéncia de acidos graxos
de I-FABP para membranas fosfolipidicas. Nesse sentido, percebe-se que a captacdo e o
transporte de acidos graxos mediados por FABPs ¢ um processo altamente dinamico.
Recentemente, Cheng e colaboradores (2019), propuseram um modelo de transferéncia de
ligantes, Figura 12, baseado em dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) e cristalografia
de raios-X de FABP-brain-type de Drosophila (d-FABP) com nano discos lipidicos, sugerindo
que a cauda hidrofébica do acido graxo de cadeia longa, quando ligada, impede a interagao
entre d-FABP e os grupos principais da membrana, e a proteina é entdo, propensa a se dissociar
da membrana apds a ligagdo com o ligante. Tal proposta traz luz a ideia de que os ligantes
lipofilicos participam diretamente no controle da associacdo com membrana funcionalmente

necessaria e na dissociagao de FABPs.



39

Figura 12- Modelo para transporte dFABP regulado por ligante proposto por Cheng et al (2019). (1) A forma apo
do FABP se liga a bicamada lipidica. (2) Apo-FABP desliza sob a membrana e as regides do portal para acomodar
LCFAs. (3). A forma holo-FABP, se dissocia da bicamada lipidica. (4) Importina-a reconhece o arranjo espacial
do NLS na forma holo de FABPs. (5) Holo-FABP transfere o ligante para PPARs. (6) PPARs desencadeiam a
transcricdo de genes que produzem proteinas para o metabolismo lipidico (B-oxidacdo) na mitocdndria ou através
de outras vias de sinalizagao.
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Fonte: (CHENG et al., 2019)
1.4 CONSIDERACOES SOBRE O CAPITULO II

O trafego de acidos graxos nas células ¢ um processo complexo e dinamico que afeta
muitos aspectos da funcao celular. Os acidos graxos funcionam como fonte de energia e como
sinais de regulacdo metabolica, atuando através de redes enzimdticas e transcricionais
modulando a expressdo génica, as vias de proliferagdo e sobrevivéncia além de respostas
inflamatérias e (FURUHASHI; HOTAMISLIGIL, 2008; STORCH; THUMSER, 2000). As
FABPs sdo proteinas que se ligam reversivelmente a ligantes hidrofobicos, como acidos graxos
saturados e insaturados de cadeia longa, eicosanoides e outros lipidios, com alta afinidade
(SCHAAP; VAN DER VUSSE; GLATZ, 2002). Em humanos sdo reguladas por fatores de
transcricdo e participam da regulagdo de varios genes através da interacdo com alguns fatores

de transcricdo (ARMSTRONG et al., 2014; VELKOV, 2013). Coordenam as respostas lipidicas
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nas cé€lulas e estdo fortemente ligadas as vias do metabolismo energético de lipidios, bem como
a captagdo, transporte e armazenamento, escoltando lipidios intracelulares e ditando suas
fungdes biologicas (FURUHASHI; HOTAMISLIGIL, 2008; HAUNERLAND; SPENER,
2004; SMATHERS; PETERSEN, 2011). Também sdo potenciais alvos terapéuticos para varias
doencas, com destaque para FABP4, relacionada na literatura com enfermidades como,
obesidade, diabetes e aterosclerose, devido ao seu papel nas vias de sinalizagdo, ligagdo com
outras proteinas citosolicas e transporte de acidos graxos (FURUHASHI; HOTAMISLIGIL,
2008).

Apesar dos esfor¢os para determinar os principais fatores estruturais que contribuem
para a ligacdo lipofilica, como os éacidos graxos de cadeia longa sdo transportados em uma
direcao definida pelas FABPs, de um doador (membrana) para um aceptor (membrana ou
proteina), esses fatores permanecem em grande parte desconhecidos (CHENG et al., 2019;
CORSICO et al., 1998). Devido a complexidade do processo dindmico, interacio FABP-
membrana, FABP-ligante e FABP-proteinas citosolicas, se faz necessario o uso de ferramentas
modernas de biologia estrutural, nas quais seja possivel racionalizar o processo em niveis de
residuos ou em niveis atdmicos da forma mais realistica o possivel. Sendo assim, devido ao
papel central no metabolismo energético dos adipocitos, a isoforma FABP4 humana foi eleita
como modelo deste estudo. Um modelo de investigagdo do processo dinamico de captagdo e
transporte de acidos graxos mediados por FABP4 foi construido, através de técnicas de
bioinformatica estrutural, bem como de uma variante desta isoforma em particular. Este
trabalho, uma vez que se apresenta em consonancia com dados experimentais da literatura,
podera ser um modelo bastante util para elucidar mecanismos dindmicos de FABPs em geral

com aplicagdes em estudos de biologia comparada.



41

2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o processo dinamico de captacao e transporte de adcidos graxos de cadeia

longa, por FABP4, em um sistema bioldgico complexo de membrana.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Reproduzir in silico um modelo de captagdo e transporte de acidos graxos de
cadeia longa como o 4cido palmitico em membrana;

II.  Avaliar como mutagdes pontuais na sequéncia de FABP4 implicam em
mudangas na estrutura tridimensional e no processo dinamico dessa proteina.

3METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado em duas etapas de estudo de dindmica molecular
(MD). A primeira delas envolvendo técnicas de MD atomistica para avaliar os movimentos da
estrutura em meio livre de ligante, com ligante disponivel no solvente e por fim, com ligante
complexado a proteina de interesse. Posteriormente, com as informagdes obtidas nessa primeira
etapa foram reproduzidos modelos em Coarse-Grained (CG) para avaliar os choques de FABP4

selvagem e uma variante (F281) com a membrana plasmatica.
3.1 DINAMICA MOLECULAR
3.1.1 Atomistica

A partir da estrutura cristalografica da FABP4 humana (PDB: 2HNX com resolugao
de 1,98) (MARR et al., 2006), foram realizadas duas simulagdes de 500ns cada, através do
GROMACS 2019.3 (Groningen machine for chemical simulations) (ABRAHAM et al., 2015;
BERENDSEN; VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995; LINDAHL et al., 2019a, 2019b).
O campo de forca CHARMM36 (VANOMMESLAEGHE et al., 2010) foi o utilizado. O tempo
de integragdo das simulacdes foi de 2fs. O complexo solvatado em um dodecaedro com
moléculas de 4gua, modelo TIP3P. Foram adicionados ao sistema 150 mM de NaCl, além de
contra fons para atingir a neutralidade da carga. Posteriormente uma minimizagao de energia e

duas equilibragcdes de 500 ps foram realizadas com restricdo de posi¢do para o esqueleto
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proteico. As dinamicas foram realizadas com padrao de temperatura e pressao de 300 K e 1 Bar
respectivamente.

Para a primeira simulacao o ligante, dcido palmitico, complexado ao sitio de ligagao
foi retirado e a estrutura testada em condi¢des semelhantes a forma apo, sem a presenca de
ligantes no sistema. J4 para a segunda simulagdo, o ligante foi retirado do sitio de ligacdo e
colocado de forma aleatéria na caixa, a fim de avaliar o processo de captacao do acido palmitico
pela FABP. A topologia do palmitato para simulagdo foi preparada pelo CGenFF
(VANOMMESLAEGHE; MACKERELL, 2012).

3.1.1.1 Analises de simulacdo

Valores do desvio quadratico médio (RMSD) dos carbonos-alfa (Ca) foram calculados
para avaliar as mudangas conformacionais de FABP4 para cada sistema simulado. Também os
valores de flutuacdo quadratica média (RMSF) foram usados para descrever a flexibilidade dos

residuos nas diferentes trajetorias.

3.1.2 Coarse-Grained (CG)

3.1.2.1 Modelos de proteinas CG

Uma etapa de corregdo da estrutura cristalografica de 2HNX, para retirada de residuos
extras na por¢ao N-terminal, foi realizada através de modelagem por homologia no programa
SwissModel (ARNOLD et al., 2006), tendo como estrutura de referéncia a propria estrutura
cristalografica de 2HNX. Apos etapa de corre¢do o modelo tridimensional foi submetido ao
script  martinize2  (repositorio  https://www.github.com/marrink-lab/vermouth-martinize)
(WASSENAAR et al.,, 2013, 2015b) para conversao em estrutura CG Martini 3.0
(http://cgmartini.nl) (SOUZA et al., 2021) e para determinar as estruturas secundarias foram
utilizados os parametros DSSP (KABSCH; SANDER, 1983). Para obter os modelos das
variantes de FABP4, mutagdes foram realizadas na estrutura corrigida, através de uma opgao

adicional para mutacdes no script martinaze2.


https://www.github.com/marrink-lab/vermouth-martinize
http://cgmartini.nl/
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3.1.2.2 Modelo de membrana biologica

Foi construida uma composi¢do de membrana de fosfaditilcolina (POPC) e palmitato
(PCN) através do script insane.py (WASSENAAR et al., 2015a). Uma topologia de PCN nos
parimetros de martini3.0 foi gerada (APENDICE A), baseada no modelo deste acido graxo em
martini2.0 (http://cgmartini.nl/images/parameters/lipids/FA/PCA/martini_ v2.0 PCN 01.itp).

3.1.2.3 Pardmetros de simulagcdo

As simulag¢des foram rodadas com o software GROMACS 2019.3 (ABRAHAM et
al., 2015; BERENDSEN; VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995; LINDAHL et al., 2019a,
2019b), usando os pardmetros de integracdo e de interacdo intermolecular tipicamente
utilizados para o modelo Martini (DE JONG et al., 2012; MARRINK et al., 2007; PERIOLE et
al., 2009). O campo de forga CG martini3.0 (SOUZA et al., 2021) foi utilizado para modelar o
sistema, com restri¢do de estrutura secunddria do tipo rede elastica EINeDyn (PERIOLE et al.,
2009). Foram adicionados ao sistema 150 mM de NaCl, além de contra-ions Na', apos a
solvatacdo, para atingir a neutralidade da carga. O sistema foi submetido a um processo de
minimizagdo de energia, seguido de equilibracdes, primeiro a condicdes de um conjunto
isotérmico-isovolumétrico (NvT), e posteriormente isotérmico-isobarico (NpT), a300 K e 1bar.
As corridas de simulagdo partiram destas estruturas equilibradas e tiveram tempo minimo de

Sus. Foram realizadas 5 replicadas, totalizando 25us de simulagdo por sistema.
3.1.2.4 Analises de simulacdo e estatistica

Algoritmos de analise baseado em Python, foram adaptados dos scripts desenvolvidos
por Manuel N. Melo e disponiveis em (http://www.itgb.unl.pt/labs/multiscale-modeling/),
usando os  pacotes  MDanalysis (MICHAUD-AGRAWAL et al, 2011)
(https://www.mdanalysis.org), NumPy (VAN DER WALT; COLBERT; VAROQUAUX,
2011) e MDreader (https://github.com/mnmelo/MDreader). Os scripts foram adaptados para
obter o mapeamento e frequéncia dos contatos entre FABP e membrana, dentro de um limite
de corte de 0.7A para qualquer residuo da proteina com as cabegas polares de PCN ou POPC
(beads Q1, PO4 e NC3). Também foram analisados os tempos de residéncia entre os eventos
de ligacdo, considerando um evento de ligagdo como, contato entre uma particula do grupo

principal (Q1 em PCN ou PO4 e NC3 em POPC) dentro de 7A com pelo menos dois grupos de


http://www.itqb.unl.pt/labs/multiscale-modeling/
https://www.mdanalysis.org/
https://github.com/mnmelo/MDreader

44

residuos, definidos na regido das a-hélices I e II (K22, F28, A29, R32), loop BC/D (F58) e BI/J
(K121).

Dois tipos de analises estatisticas foram empregados tanto na distribuicao dos tempos
de residéncia do contato quanto nas frequéncias, os dados s3o apresentados como valores
médios ponderados no tempo, com intervalos de confianca de 95% estimados por bootstrapping
de reamostragem de dez mil da média ponderada no tempo e o nivel de significancia para a
diferenca entre as duragdes de ligacao foi obtida por Teste U de Mann-Whitney-Wilcoxon. Os
softwares Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) ¢
Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC., 2015) foram

usados para criar figuras e filmes.

3.2 BUSCA POR VARIANTES DA FABP4

A partir do Genome data base Ensembl (HUNT et al., 2018) foram buscadas as
sequéncias dos genes de FABP para a espécie humana. Tabelas em formato CSV foram
baixadas do banco de dados, com as informagdes sobre todas as variantes disponiveis. Esses
dados foram entdo submetidos a filtros em Python, utilizando os pacotes Numpy (VAN DER
WALT; COLBERT; VAROQUAUX, 2011) e Pandas (REBACK et al., 2021), que foram
desenvolvidos para retornar apenas as variantes do tipo missense, na qual mutagdes pontuais
resultam em uma Unica alteracdo de nucleotideo que, por sua vez, resulta em um coédon que
codifica para um aminoécido diferente na estrutura final. Os dados filtrados foram cruzados
com os resultados da etapa de mapeamento de residuos e frequéncias de contato, descritas na

subsecao 4.4 e a variante selecionada para teste CG.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTRUTURA GLOBAL E FLEXIBILIDADE DA FABP4

A estrutura de FABP4, com e sem ligante, foi submetida a 500ns de simulagdo da
dindmica molecular e os valores de flutuagdo média do carbono-a por residuo (RMSF) estao
representados na Figura 13. Quanto maiores os valores de RMSF maior a flexibilidade da
regido. Para a simulagdo na forma apo (livre de ligante), os locais de maior mobilidade foram
as regides N-terminal, loops BEF e BFG. Apesar de menor, também foi observada flexibilidade
nas regioes das a-hélices, loops BBC e BCD.

Figura 13- Flutuagdes da raiz quadratica média (RMSF) dos atomos de Ca de FABP4 em sistema apo (livre de
ligante) e holo (com ligante). Em azul a estrutura livre ¢ em laranja complexada a acido palmitico.
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Fonte: Propria autora.

Ao comparar na Figura 13, os valores de RMSF da estrutura complexada ao acido
palmitico (linha laranja) no sitio de liga¢do, apesar de em menor escala, seguiu 0 mesmo padrao
de flexibilidade da estrutura apo, indicando uma tendéncia natural de movimento na maioria
das regides observadas, com excecdo da regido que compreende as fitas BF/G/H. De maneira

geral os valores de flutuagdo mostraram que, quando comparadas as duas simulagdes, FABP4
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livre ¢ FABP4-4c.palmitico, observou-se maior estabilidade geral da estrutura quando na
presenga do ligante no sistema.

As trajetdrias de simulagc@o da dindmica molecular mostraram que a flexibilidade das
fitas BEF influenciaram diretamente na abertura de uma regido especifica que poderia dar
acesso ao bolsdo de ligagdo em FABP4 apo, Figura 14A. A mesma flexibilidade ocorreu no
sistema holo (FABP4+4c. palmitico), contudo, as restrigdes espaciais provocadas pelo ligante
nas demais regides pareceram ndo permitir uma abertura de mesma magnitude (Figura 14B),

como a observada na forma apo, dentro do tempo simulado.

Figura 14- Conformacdo geral da estrutura de FABP4 ao longo de 500ns de simula¢do. Em (A) sequéncias de
snapshots da forma apo mostrando o distanciamento das fitas BE/F ¢ abertura do barril. (B) Na presenga do ligante
onde abertura do barril ¢ um pouco menor (em média 25% menor quando comparado a abertura maxima na forma

apo).

Ons » S00ns

Fonte: Propria autora utilizando o programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrodinger, LLC., 2015).
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O movimento de abertura da proteina, observado pelo distanciamento da regido BE/BF
juntamente com os valores de RMSD (Figura 15), mostraram uma dindmica variavel da
estrutura apo, com seguidos movimentos de abertura e fechamento ao longo do tempo. A
primeira abertura de FABP4 livre foi observada durante os 100ns iniciais da trajetdria e
posteriormente, uma segunda vez em 380ns, se estendendo até o fim da simulagdo, com a maior
distancia de abertura obtida em 500ns. Em contrapartida, ndo se observaram movimentos
repetidos de abertura e fechamento no sistema holo, e em geral o esqueleto se manteve estavel
em torno de 2,5A depois de 100ns de simulagio. A estabiliza¢do obtida na simulagdo holo tem
relagdo com as interagdes do acido palmitico dentro da cavidade interna de FABP4. E possivel
observar na Figura 14 que a cauda apolar do ligante se manteve estabilizada principalmente na
regido das hélices, enquanto a cabega polar explorou tanto ligagdes com BE/BF quanto o
ambiente de solvente. Ao longo de 500ns, o 4cido palmitico se manteve nessa regido proxima
as hélices, indicando uma estabilidade muito grande dessa interagdo e uma preferéncia de
ligagdo.

Figura 15- Comparagdo do desvio médio quadratico do backbone de FABP4 livre e complexado com acido
palmitico. Para forma apo (em azul) ¢ possivel identificar trés momentos de movimentos grandes da estrutura,

relacionados a abertura, fechamento do barril. Enquanto em laranja, a forma holo se mantem na mesma média de
desvio apds 100ns de simulag@o.
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4.2 MODELO DE CAPTACAO DE ACIDO GRAXO DA FABP4

A entrada e saida dos acidos graxos nas FABPs sdo fenomenos importantes para a
compreensdo do processo bioldgico. Responder as perguntas sobre quais vias de acesso os
ligantes possuem pode trazer luz aos mecanismos bioquimicos envolvidos, apontando
aminoacidos chave para essas fungdes. Com objetivo de avaliar a captacao de acidos graxos na
membrana, a estrutura da FABP4 na forma apo obtida ap6s 500ns de simulagdo foi utilizada
como estrutura inicial em uma nova simulagdo. Uma molécula de 4cido palmitico foi adicionada
de forma aleatoria no sistema em caixa de dgua. Apds 35ns de trajetoria o acido graxo se
aproximou da base das fitas BD/BE, ancorando a cabega polar nos residuos de E61 e S63 da fita
BD, até que as fitas atingissem uma distincia minima de 17,9 A (Figura 16). Essa abertura foi
suficiente para a entrada do acido graxo no bolsao através da interacdo da cauda apolar com os
residuos internos da cavidade e da cabega polar com residuo F70. O tempo entre a aproximagao
e a entrada do ligante no bolsdo de ligacdo foi relativamente curto e ocorreu em um intervalo

de 18ns. A trajetoria completa pode ser observada na Figura 16.

Figura 16- Movimento de captagdo do acido graxo dentro da cavidade por uma abertura nas fitas BCD e BDE, que
formam uma via de acesso. A entrada ¢é favorecida por interagdes da cauda apolar do ac.palmitico com os residuos
da cavidade interna e por intera¢des da cabeca polar com residuos das fitas C/D (E61, S63 ¢ F70)
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Fonte: Propria autora utilizando o programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrodinger, LLC., 2015).

Depois da internalizagdo do ligante, o acido palmitico permaneceu o restante da
simula¢do na cavidade interna da FABP4. Quando comparadas as posicdes de ligagdo do
complexo formado com a posi¢do da estrutura de cristalografica 2HNX, foram encontradas as
mesmas interacdes do grupo carboxila do 4cido palmitico com os residuos R126 e Y128 (Figura

17). Contudo a cauda apolar da simula¢do difere da referéncia, uma vez que, permanece sempre



49

voltada para regido N-terminal, enquanto em 2HNX esta voltado para as a-hélices. Isto sugere
que a simulagdo foi bem-sucedida ao identificar a entrada e os aminoacidos chave para a
interacdo, porém a conformagao do ligante ndo ocupou o mesmo local na cavidade interna.

Figura 17- Mesmas interagdes fundamentais de R126 e Y128 (doadores de hidrogénio de cadeia lateral) com o
grupo carboxila de 4c.palmitico. Em (A) estrutura cristalografica de FABP4 (2HNX), ¢ em (B) a estrutura 3D

simulada.

A B

N-terminal

Fonte: Propria autora utilizando o programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrédinger, LLC., 2015).

4.3 VARIANTES DA FABP4

Uma das vantagens ao utilizar um sistema de simula¢do dindmica Coarse-grained ¢ a
maior velocidade de calculo (quando comparado ao modo atomistico tradicional) e a
possibilidade de trabalhar com sistemas complexos, como o caso das membranas (MARRINK
et al., 2007; SOUZA et al., 2021). Sendo assim, nesta etapa do trabalho foram investigadas
variantes da FABP4 para testar a capacidade de um possivel screening de variantes no genoma.
Desta forma seria possivel, com o pipeline desenvolvido neste trabalho, por exemplo, avaliar
preferéncias gendmicas de determinadas variantes de FABP por membranas.

No banco de dados Genome data base Ensembl (HUNT et al., 2018) estdo depositadas
1.355 variantes para o gene de FABP4. Esse valor alto inclui todos os tipos de mutagdes
existentes, que vao desde variantes intronicas, 5’ ¢ 3’UTR, variantes de splicing, mutagdes
sinonimias € nao sinonimias, entre outras. Desse total foram filtradas 114 variag¢des do tipo nao

sinonimias.
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Valores de frequéncia para os contatos dos residuos de FABP4 com a membrana foram
calculados e serao apresentados com detalhes na proxima se¢ao (4.4). Os valores mais altos de
frequéncia de contato foram ranqueados resultando em seis residuos. Estes aminoacidos foram
entdo cruzados com a lista de variantes ndo sinonimias e derivaram em trés variantes em
potencial: F281, A29P e F58L. A de maior contato com a membrana e primeira na posi¢ao do
ranking (F28I) foi a escolhida para ser testada em MD coarse-grained e comparada com o tipo

selvagem.

Tabela 2-Tabela de variantes possiveis de serem testadas apds o cruzamento de dados com os valores das
frequéncias de contato dos residuos de FABP selvagem com a membrana.

Frequencia de Erro minimo Erro maximo

Posicao contato (nm) (Emin) (Emax) Ponto de corte’ Mutagio Consequéncia
22 0.0190 0.0066 0.0084 0.0124
28 0.0376 0.0129 0.0162 0.0247 F/1 ndo sinonimia
29 0.0261 0.0101 0.0117 0.0160 A/P ndo sinonimia
32 0.0243 0.0097 0.0112 0.0146
58 0.0243 0.0095 0.0094 0.0148 F/L ndo sinonimia
121 0.0211 0.0068 0.0125 0.0143

Fonte: Valores obtidos a partir do cruzamento de dados das variantes do Ensembl (HUNT et al., 2018) com os
resultados das simulagdes do tipo selvagem de FABP4.

4.4 MODELO DE INTERACAO DA FABP4 COM A MEMBRANA E O EFEITO SOBRE
A VARIANTE F28I

Para obter maior confiabilidade nos dados, uma das vantagens do sistema Coarse-
grained (CQ) ¢ trabalhar os fendmenos biologicos através de réplicas de forma mais acelerada
quando comparado a metodologia atomistica. No total foram realizadas cinco réplicas,
totalizando 25us de trajetoria, de CG por sistema avaliado (FABP4 e F28I). Os valores médios
de frequéncia de contato para cada residuo de FABP com a membrana foram calculados, junto
com a margem de erro entre as amostras (réplicas).

Como resultado, no tipo selvagem da FABP4 foi observado que a regido das hélices
apresentou os maiores valores de contato com a membrana e menor variabilidade entre os

dados, enquanto a regido de loop PGH apresentou maior variabilidade. (Figural8). Quando

2 Ponto de corte = (Frequéncia de contato - Emin) > 0.01
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ranqueados os residuos de maior contato, considerando o intervalo de confianga, foi encontrada
uma preferéncia de ligagdo com a membrana através dos residuos K22, F28, A29, K32, F58 e
K121, indicando que este conjunto de aminoacidos formam um provavel sitio de ligagdo com
a membrana. Quatro desses residuos, que parecem ser fundamentais para interagdo, estao
localizados na regido das a-hélices, com a cadeia lateral voltada para o meio externo (K22, F28,
A29 e K32), enquanto os outros dois aminoacidos estdao localizados no loop BCD e loop BIJ,
ambos adjacentes e proximos das hélices I e II (Apéndice C). Um video ilustrativo do processo
de ligagdo descrito pode ser acessado no Apéndice C ou no link
(https://youtu.be/UnDXEAU7eyw).

Considerando que F28 foi o residuo que mais entrou em contato com a membrana, nas
simulagdes do tipo selvagem, e que esta posicao apresentava uma variante depositada no banco
de dados, a mutagdo F28I e a interagdo com a membrana foi avaliada. Quando comparado com
os resultados do tipo selvagem, observou-se que hd uma diminui¢ao na frequéncia com que
todas as regides de FABP4(F28I) entraram em contato com a membrana, principalmente na
regido das a-hélices, em que a diferenca ¢ significativamente menor. Residuos cuja diferenca ¢
significativa entre as simulagdes (selvagem versus variante) estdo assinalados com ‘*’ na

Figural8.

Figural 8- Grafico de mapeamento das interagcdes de FABP4 selvagem e F281 com a membrana, a partir dos dados
de frequéncia de contato por residuo. Para o tipo selvagem, em azul, a regido das hélices I e II representam o local
de preferéncia de ligagdo com a bicamada lipidica, enquanto para o mutante F28I essas interagdes sdo menores. O

erro das medidas esta representado por barras e o valor médio representado por esferas no grafico.
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Fonte: Propria autora.

Se transportados os valores de frequéncia para a estrutura 3D (Figura 19) € possivel

ter uma ideia do efeito geral que uma unica mutagdo, de um residuo chave, poderia provocar na


https://youtu.be/UnDxEAU7eyw
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dindmica de interagdo com a membrana. Os dados indicaram que a presenca de F28 na a-hélice
I aumentou a frequéncia com que FABP4 interagiu com a bicamada lipidica. Foi observado que
quando mutada para Ile toda a regido do sitio de ligagdo com a membrana foi afetada, apontando
para um possivel papel de F28 no direcionamento, no ancoramento ou na aproximagao com

esta membrana.

Figura 19- Frequéncias de contato em representagdo 3D . Para o tipo selvagem (A) a frequencia de interacdo com
a membrana ¢ maior em todas as regides de estrutura secundaria, principalmente na posi¢cdo F28, cuja a mutagdo
para Ile (em B) provoca fortes mudangas no contato entre as duas biomoléculas. Na representagdo quanto maior o
contato mais cores quentes sdo obervadas e mais largas sdo as linhas da cadeia principal da proteina.

A B

Fonte: Propria autora utilizando o programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrédinger, LLC., 2015).

Considerando o sitio de ligagdo com a membrana como sendo a regido que
compreende os residuos K22, F28, A29, K32, F58 e K121, foram calculados o nimero de vezes
em que FABP4 e mutante (F281) realizaram ligacao por um periodo maior do que cinco frames
com a membrana. A substituigdo de F28 por 128 em FABP4 reduziu significativamente
(p<0,005) o ntimero de eventos de ligacdo com a membrana (Figura 20A) e o tempo de
residéncia no sitio de ligagdo (Figura 20B). Os resultados mostraram, portanto, que o nlimero
de eventos de ligagdo do mutante F28I foi significativamente menor em relagdo ao tipo

selvagem.

Figura 20- (A) Numero de eventos de ligagdo de FABP (selvagem e mutante) com a membrana, com redugao
significativa nas quantidade de ligagdo da variante (F28I). Barras de erro indicam intervalos de confianc¢a de 95%.
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** p <0,005 pelo teste U de Mann-Whitney-Wilcoxon. (B) Diferenca relativa entre o tempo de interacdo durante
a ligacdo, sendo a residéncia do mutante F28I relativamente menor quando comparada ao tipo selvagem.
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Fonte: Dados produzidos pela autora.

Tendo em vista o efeito significativo da mutacdo F28I na dindmica de interacdo com
a membrana, foram alinhadas a sequéncia de FABP4 com as outras isoformas humanas e
percebeu-se que a presenca de Ile na posi¢do 28 ndo ¢ incomum Figura 22. Para avaliar a
importancia de Phe na hélice II foram simuladas réplicas de CG da isoforma FABP2 e
comparadas com FABP4 e a variante F281. Os resultados mostraram que FABP2 teve um
comportamento dindmico muito mais proximo da variante F28I, com quem compartilha Ile na

posicao 28, do que com FABP4, como mostra a figura 21 a seguir.

Figura 21-(A) Comparacdo das frequéncias com que cada residuo de FABP2, FABP4 selvagem e FABP4 mutante
interagem com a membrana. (A) Os valores de FABP2 sdo significativamente menores em relagdo a FABP4,
enquanto, sdo em escala, muito mais proximos da variante F281 (B).
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5 DISCUSSAO

As proteinas de ligacao com acidos graxos (FABPs) coordenam o trafego de lipidios
celulares, principalmente 4cidos graxos de cadeia longa. Evidéncias sugerem que, uma vez
absorvidos pelos fosfolipidios da membrana celular, esses LCFAs sdo sequestrados e
administrados por FABPs (CHENG et al., 2019; STREMMEL et al., 2001). Embora muitos
estudos tenham sido realizados para determinar os principais fatores estruturais ¢ dindmicos
que contribuem para a ligacao de ligantes lipofilicos e como esses sdo transportados em uma
direcdo definida por FABPs, de um doador especifico (membrana) para um aceptor (membrana
ou proteina), a questdo permanece em grande parte desconhecida (FURUHASHI;
HOTAMISLIGIL, 2008; PRENTICE; SAKSI; HOTAMISLIGIL, 2019).

Devido a natureza dinamica dos processos de captagdo de ligantes, apenas estudos
estruturais t€m sido insuficientes para revelar as vias de interagdo. Além disso a natureza
transitoria e complexa desse processo dindmico torna dificil a investigacdo experimental em
nivel atomico. Nesse sentido, a simulacao de dinamica molecular (MD) tem sido amplamente
utilizada para explorar a dindmica de FABPs, bem como sua interagdo com acidos graxos
(FRIEDMAN; NACHLIEL; GUTMAN, 2005; HUNTER; BAKULA; BRUCE, 2018; LONG;
MU; YANG, 2009; MATSUOKA et al., 2015).

Os resultados deste trabalho apontaram para dois estados conformacionais distintos de
FABP4, sendo um dos estados favorecido em condigdes apo (estado mais aberto, livre de
ligante) e outro favorecido em condigdes holo (mais fechado e com ligante). O estado aberto
corresponde ao tempo final de um processo de abertura da estrutura que se deu principalmente
pelo distanciamento das fitas BD/E (distAncia maxima medida igual a 17,9 A na base das fitas)
(Figura 14). A mudanga conformacional pode ser suportada por dados de NMR de FABP3 que
mostram que nessa isoforma as fitas BD/E nao estdo dentro da distancia de ligacdo de
hidrogénio, e o espago entre elas ¢ referido como uma lacuna na estrutura. E na cavidade de
ligacdo, um LCFA ¢ ligado e ancorado em um dos dtomos de oxigénio do grupo carboxila pelas
cadeias laterais de R126 ¢ Y128 (SCAPIN et al., 1993; YOUNG et al., 1994; ZANOTTI et al.,
1992). As mesmas interacoes de ligagdo encontradas na cristalografia de FABP4 (PDB: 2HNX)
foram evidenciadas nas simulagdes deste trabalho apds a captacdo do acido palmitico (Figura
17). Ja a cadeia alquilica do LCFA ligado na estrutura experimental, interage com os residuos

hidrofobicos que revestem a cavidade, a maioria deles localizados na hélice Il e nos loops BCD
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e BEF (MARR et al., 2006; SCAPIN et al., 1993; YOUNG et al., 1994; ZANOTTI et al., 1992).
Essa disposicao da cauda apolar foi encontrada na simulagdo cuja posi¢do inicial o acido
palmitico ja estava complexado a FABP4, e explica a restrigao dessas regides no grafico de
RMSF (Figura 13), principalmente quando comparadas com a simulacdo na forma apo. Em
contrapartida, esse arranjo da cadeia alquilica ndo foi visualizado no modelo de captagdo
proposto neste trabalho, muito possivelmente por interferéncia da regido N-terminal, cuja
sequéncia apresentava cinco residuos extras (RGSHM), ou pelo modo de entrada do ligante que
encontrou um ambiente favoravel para acomodagdo. Para solucionar a questao da acomodagao
adequada e adicionar estatistica as trajetorias, réplicas do sistema de captacdo poderiam ser
realizadas com a retirada dos residuos extras provenientes da estrutura cristalografica de 2HNX.

Na tentativa de caracterizar ainda mais a interacdo de FABP4 com a membrana, cujos
estudos sdo escassos, neste trabalho, foram analisados os choques dessa isoforma com a
bicamada lipidica, mapeando a frequéncia de contatos, na resolucao de residuos, e identificando
um provavel sitio de ligacdo. Os resultados apontaram para uma preferéncia de contato da
membrana, no tipo selvagem, pelos residuos localizados na regido a-helicoidal (K22, hélice [ e
F28, A29 e K32 na hélice II), loops BCD (F58) e BIJ (K121), sendo a posi¢cao F28 a de maior
contato (Figural8). Em contrapartida, a variante F28I apresentou maiores contatos na regiao
dos loops BCD e das hélices, embora a frequéncia desta tltima, seja significativamente menor
do que a do tipo selvagem. Cheng et al. (2019), em estudos de RMN com nano discos lipidicos
(mimetizadores de membrana), descreveram que para d-FABP na forma apo, ocorre uma
interacdo com a membrana primeiro por meio de loops BEF e BGH, possivelmente por meio de
uma interagdo carga-carga envolvendo residuos carregados e os grupos principais da bicamada
lipidica. Esta interacdo ¢ seguida pelo portal da a-hélice II e cadeias BDE formando uma
interacao mais estdvel com a membrana.

Aos comparar os dados simulados de mapeamento dos contatos da FABP4 com
membrana, percebe-se que todas as regides descritas por Cheng et al. (2019), coincidem com
as regides de maior variabilidade e frequéncia de contatos (Figural8) encontradas neste estudo.
Ainda segundo os achados de Cheng et al. (2019), as fitas BEF anfifilicas controlam a entrada
do ligante, potencializando sua flexibilidade intrinseca ao interagir com a membrana. Se
tomados em conjunto com os dados desse trabalho, € possivel que as interacdes de FABPs em
geral com a membrana se deem pela regido superior do barril-f através da interagdo com as a-

hélices e loops adjacentes. Uma vez que a FABP esteja complexada a bicamada lipidica, a via
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de acesso do LCFA poderia ocorrer por meio de uma fenda de abertura entre BDC e BEF, um
padrao condizente com o modelo de dindmica de captacdo de LCFA atomistico apresentado
aqui (Figura 16).

Depois de estabelecido um sitio de ligagdo para FABP4 com a membrana, foi
verificado que houve diferencas significativas no numero de eventos de binding entre o tipo
selvagem e a variante. A troca de F28 por uma Ile parece alterar a dindmica de interacdo em
toda a proteina. Frequentemente, aminoacidos basicos e aromaticos sao uma forma muito
comum pela qual as proteinas associadas & membrana interagem com bicamadas lipidicas.
Residuos aromaticos parecem ser criticos para um modo especifico de interagdo com a
membrana (ZHANG; SATO; SMITH, 2006). Apesar do efeito dramatico na dindmica de
interacdo de F28I encontrada neste estudo, essa variacdo ndo parece ser deletéria e estd
classificada no dbSNP como tolerada e de frequéncia igual a 0,000019 na populagdo mundial
(rs770030293 Relatorio RefSNP - dbSNP - NCBI). Curiosamente, quando alinhadas as
sequéncias de FABP humanas, nota-se que as isoformas 2 ¢ 5 compartilham de Ile na mesma
posicao (Figura 22). Caso a presenca de Phe28 tenha papel fundamental para a interacdo com a
membrana, seria esperado que nessas isoformas a frequéncia dos contatos de ligagdo, fossem
mais proximos ao comportamento de F28I do que do tipo selvagem. Para avaliar essa hipotese
foram realizadas cinco réplicas de CG, para FABP2, e foi encontrou-se uma frequéncia de
contatos muito mais proxima a F281 (Figura 21B) do que com FABP4 do tipo selvagem (Figura

21A).

Figura 22- Alinhamento das isoformas de FABPs em humanos com destaque para a posi¢do 28 da sequéncia de
FABP4. Das nove isoformas conhecidas, quatro apresentam Phe na mesma posi¢do e duas Ile.
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Fonte: Propria autora utilizando o programa Jalview (WATERHOUSE et al., 2009).
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Da mesma forma, que a substituicdo de F28 parece diminuir a interagdo com a
membrana, ¢ possivel que as isoformas de FABP3, FABP7 e FABP9, que compartilham de Phe
na mesma posi¢do, apresentem um comportamento mais parecido com FABP4 do tipo
selvagem. Nesse sentido, mais testes CG podem ser realizados para verificar esta hipotese.
Contudo, de maneira geral, os resultados do presente trabalho indicam que a presenca de F28
em FABP4 aumentam as chances de interacdo com a membrana e o que possivelmente pode
estar relacionado a capacidade dessas isoformas de desempenharem papel critico em tecidos
metabolicamente muito ativos, FABP4 em adipodcitos, FABP3 em miocitos cardicos e FABP7
e FABP9 em células tumorais.

Ainda no contexto de FABP4 ¢ esperado que mutagdes que diminuam sua atividade
de transporte de LCFAs possam ser benéficas em situagdes especificas do metabolismo
energético, ¢ possivelmente, por conta disso, seja possivel encontrar essa variagdo no banco de
dados como nao deletéria e sem significado clinico (rs770030293 Relatorio RefSNP - dbSNP -
NCBI). Segundo Furuhashi & Hotamisligil (2008), as FABPs sdo necessarias para ajustar o
equilibrio entre a disponibilidade de recursos metabdlicos € o controle das respostas
inflamatoérias. Evolutivamente, quando humanos enfrentavam condi¢des de fome ou pressao de
patogenos, a presenga de FABP4 pode ter sido benéfica, garantindo uma forte resposta
imunoldgica dos macrofagos ou mantendo os estoques de energia adequado no tecido adiposo
(PRENTICE; SAKSI; HOTAMISLIGIL, 2019). No entanto, a mudanga no estilo de vida dos
humanos contemporaneos, no sentido de ingestdo caldrica excessiva e continua, gasto
energético reduzido e estilo de vida estressante, tem nos levado em dire¢do a uma epidemia de
obesidade e doencas metabolicas cronicas, tendo possivelmente FABP4 como uma das
protagonistas nesse processo € ao invés de manter a homeostase inflamatoria e metabolica,
estariam agora facilitando a formacao de doencas como obesidade, diabetes, dislipidemia,
aterosclerose e respostas imunologicas inadequadas (FURUHASHI; HOTAMISLIGIL, 2008;
PRENTICE; SAKSI; HOTAMISLIGIL, 2019).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados deste trabalho mostraram que foi possivel reproduzir um modelo de captacao
de 4cido graxo por FABP e de choque com a membrana, condizente com dados experimentais
de RMN. O residuo de F28 na hélice II parece ser chave para o mecanismo de interagdo de
FABPs com a membrana e mutagdes nessa posi¢ao podem ter efeitos expressivos na dinamica
de interagdo. A metodologia empregada pode ser estendida ao estudo de mais isoformas assim
como também em uma estratégia de triagem para possiveis inibidores de FABP4, tendo em
vista o interesse recente da comunidade cientifica na descoberta de compostos deste tipo. Além
disso, a utilizacdo de dindmica acelerada CG permite o estudo mais aprofundado de outras
interagdes que ndo foram avaliadas neste estudo, como ligacdo de FABP4 com outras proteinas,

a exemplo da a-importina e PPARs.
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APENDICE A — Docking Molecular

Quadro 2- Analise 2D das interagdes da melhor pose de docking molecular por ligante. Em verde estdo
representadas as interagdes hidrofobicas e as ligagdes de hidrogénio em linhas tracejadas.

Acidos graxos Xenobioticos
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Acido araquiddnico Acetaminofeno

Fonte: Os resultados foram obtidos pelo software SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) e as
imagens construidas pelo PoseView (SCHONING-STIERAND et al., 2020).



APENDICE B — Topologia Martini3.0 para palmitoyl-CoA

[ moleculetype ]
; molname  nrexcl

PCN 1

[ atoms |

;id  type  resnr

1 Q5 1

2 C1 1

3 C1 1

4 C1 1

5 C1 1
[ bonds ]

;1) funct length
12 1 0.47
23 1 0.47
34 1 0.47
45 1 0.47

[ angles ]

;1Jk funct angle
123 2
234 2
345 2

residu atom cgnr charge mass
PCN Q1 1 -1.0

PCN (I 0

PCN C2
PCN C3
PCN (4

[V, I S VS I S ]

0
0
0

force.c.
3800
3800
3800
3800

force.c.

180.0 35.0
180.0 35.0
180.0 35.0
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APENDICE C - Sitio de ligagio com a membrana

Figura 23- Estrutura de FABP4 com detalhe para o sitio de ligagdo de com a membrana. Os residuos em
representacdo de sticks foram o que tiverem a maior frequéncia de contato com a bicamada lipidica.

Fonte: Propria autora utilizando o programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrédinger, LLC., 2015).

Figura 24- Evento de binding com da FABP4 com membrana. Os residuos de maior frequéncia de contato (K22,
F28, A29, K32, F58 e K121) estdo coloridos em vermelho.

Fonte: Propria autora utilizando o programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrodinger, LLC., 2015).


https://www.youtube.com/embed/UnDxEAU7eyw?feature=oembed
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APENDICE D - Distribuicio dos dados

Figura 25- Grafico de distribui¢do das contagens de eventos de ligagdo com membrana, mostrando que os eventos
de binding ndo seguem uma distribui¢do normal.
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Fonte: Dados proprios.
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Abstract

Pharmaceuticals and their membolies condtitute a class of xenobiotics commonty found in aguatic environmens which may
cause toxic ¢ ffoc s in aquatic organisms. Several different lipophilic molecules, including some pharmaceuticals, can bind to fatty
acid-hinding proteins (FABPs), a group of evolutionarily related cytoplasmic proteins that belong to te inracellular lipid-
hinding protein (iLBF) family. An oysier FABP genome-wide investigation was not availshble until a recent study on gene
organization, proein strociure, and phylogeny of Crassstrea gigas iLBPs Higher transcript levels of the © gigae FABP? gene
were found afier exposure i sewage and pharmaceuticals. Bocause of i relevance s a potential biomarker of aguatic contam-
ination, in this study, recombinant FABFP2 from C gigas (CeFABPY) was successfully cloned, expressed, and purified, and
in vitro and in silico assays were performed using lipids and phamaceuticals. This is the first charactorization of a protein from
the iILBF family in & giges. Homology modeling and maecular docking were usad to evahuste the binding affinities of natural
ligandds (palmitic, oleic, and arachidonic acids) and pharmace uticals (buprofen, sodium diclofenac, and acetam inophen). A mong
e iested faity acids, CgFABF2 showed preference for palmitic acid. The selecied phamaceuticals presenbed a biphasic-hinding
mnde, suggesting a different hinding affinity with a preference for diclofenac. Therefore, e approach using circular dichroiam
and in silico data might be useful for ligand-bindng scroming in an invertchrate model organism.
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{Themaidis etal 2012; Petrie et al. 2014; Lolié atal 2015).
However, quantification of their levels was only recendy pos-
sible, leading to the recognition of drugs as important and
poentialy hamful enviromental compounds which should
be considered emerging contminants (Eolpin et al. 2002,
Huggett et al. 2003; Yusn et al. 2009; Sirés and Brillas
2012, Aguatic contamination with phamaceuticaks and their
metaholites can oocur through leaching of hospital and wrban
wasiewater effluents, and velerinary compounds (Eim et al
2007, Nikolaou et al. 2007; Dussault of al 2008). Some of
these phammaceuticals are not entively removed during regular
wastewater treatment (Jones ot al. 20035, Langford and
Thomas 200%; Rivera-Utrilla et al. 2013). Although

£ Sycape

72

ANEXO A — Characterization of a fatty acid-binding protein from the Pacific oyster
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