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RESUMO 

 

Talib, LL. Desenvolvimento de métodos para determinação da atividade 
das frações da fosfolipase A2 em plaquetas [dissertação].São Paulo: 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2006. 81p. 
 
A fosfolipase A2 (PLA2) é uma enzima chave no metabolismo dos 

fosfolípides de membrana e  é um dos principais  componentes envolvidos 

na sinalização celular. Alterações da atividade da PLA2 tem sido descritas no 

cérebro e no sangue (soro, plasma e plaquetas) de pacientes com diversas 

doenças neuropsiquiátricas. Neste estudo foi desenvolvido um ensaio 

radioenzimático para detectar em plaquetas, a atividade dos três principais 

grupos de PLA2, que são PLA2  secretórias ou  PLA2 extracelular dependente 

de Ca2+ (sPLA2); PLA2 citósólicas dependentes de Ca2+ (cPLA2) e as PLA2 

intracelulares independentes de Ca2+ (iPLA2). Para confirmar a presença 

desses grupos da enzima em plaquetas, algumas variáveis foram testadas, 

como as diferenças de preferência ao ácido graxo como substrato, o 

requerimento de cálcio e a inibição seletiva com os inibidores Bromoenol 

lactone (BEL) e o Methyl Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP). Os 

resultados obtidos demonstram a presença dos três principais grupos de 

PLA2 (sPLA2, cPLA2, and iPLA2) em plaquetas. Estes achados sugerem o 

uso de plaquetas, uma amostra biológica de fácil acesso, como possível 

modelo periférico de neurônios para o estudo do metabolismo de 

fosfolípides. 

 

Descritores: 1.FOSFOLIPASE A 2.FOSFOLIPÍDEOS/metabolismo  

3 PLAQUETAS 4. RADIOIMUNOENSAIO/métodos 



SUMMARY 

 

Talib, LL. Development of methods to access phospholipase A2 fraction 
activity in platelets [dissertation], São Paulo: “Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo”; 2006. 81p 
 

Phospholipase A2 (PLA2) is a key-enzyme in the metabolism of membrane 

phospholipids and is one of the major components involved in cell signaling. 

Alterations of PLA2 activity have been reported in brains and blood cells in 

several neuropsychiatric diseases. In this study we developed a radio-

enzymatic assay to detect in platelets the activity of the three main groups of 

PLA2, which are secretory PLA2 or extracellular calcium dependent PLA2 

(sPLA2), cytosolic calcium dependent PLA2 (cPLA2) and intracellular calcium 

independent PLA2 (iPLA2). To confirm the presence of these PLA2 groups 

some variables were tested, such as differences in the preferred fatty acid 

substrate, calcium dependence, and selective inhibition with Bromoenol 

lactone (BEL) and Methyl Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP). Our 

findings demonstrate the presence of the three main groups of PLA2 (sPLA2, 

cPLA2, and iPLA2) in platelets. In addition, this study is in line with others 

suggesting that platelets, a typical biological sample, can be used as a 

peripheral model for neurons.  

 

Keywords: 1.PHOSPHOLIPASE A 2.PHOSPHOLIPIDS/metabolism  

3.BLOOD PLATELETS 4.RADIOIMMUNOASSAY/methods 

 



1 INTRODUÇÃO 

 

 

A função e a plasticidade do cérebro são profundamente influenciadas 

pelas propriedades fisicoquímicas dos fosfolípides. A membrana neuronal, 

como todas as membranas celulares, é formada por uma dupla camada 

lipídica (fig 1). Um dos aspectos críticos da participação dos fosfolípides na 

função neuronal é a sua habilidade em modificar as respostas funcionais dos 

canais iônicos, funções sinápticas e as cascatas de sinalização celular. 

Assim, alterações no tipo, natureza e organização dos fosfolípides em 

membranas celulares específicas podem ocasionar modificações das 

funções das células em determinadas situações fisiológicas, ou seja, 

alterações na homeostase lipídica são fatores importantes para o inicio e 

progressão de muitas doenças (Gross et al.,2005). 

Os fosfolípides de membrana participam de diversas funções 

fisiológicas, tais como: 1) composição de barreiras para difusão de íons e 

metabólitos, facilitando as funções eletrofisiológicas através da manutenção 

de potencial de membrana apropriado; 2) inserção de complexos protéicos, 

mediadores de transmissão de sinais elétricos e químicos, por exemplo, 

canais iônicos, sinapses e receptores e 3) funciona como reservatório de 

segundo mensageiros lipídicos de transdução de sinais (Gross et al.,2005). 

A análise das alterações na composição, conteúdo, variação espacial 

e vias metabólicas dos lípides nas células são importantes áreas de 
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investigação, as quais tem permitido descobrir novas funções dos lípides em 

processos degenerativos, e tem-se tornado conhecido como Lipidômica 

(Gross et al. 2005; Peterson e Cummings, 2006; Piomelli , 2005).  

Lipidômica compreende a identificação e quantificação dos lípides 

constituintes dos compartimentos e/ou subcompartimentos celulares, suas 

mudanças frente a perturbações celulares e o estudo das interações lípides-

lípides e lípides-proteinas que participam dos processos fisiológicos e 

patofisiológicos. (Gross et al.,2005). Neste contexto, um dos pontos de 

fundamental importância é o estudo dos grupos de fosfolipases A2 presente 

no cérebro, já que estas enzimas são responsáveis por algumas das vias 

mais importantes no metabolismo dos fosfolípides. 

 

 

Figura 1 Representação de membrana biológica - www.people.virginia.edu 
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1.1- Fosfolípides 

 

 

Os fosfolípides e moléculas relacionadas compreendem 60% da 

porção não aquosa do cérebro e em uma proporção até maior dos dendritos 

e sinapses; são os maiores constituintes das membranas de células 

neuronais e gliais, das membranas de vesículas sinápticas, do reticulo 

endoplasmático nuclear, das membranas das mitocôndrias e do complexo 

de Golgi. Os fosfolípides são essenciais para todas as células vivas e, 

portanto, mudanças no seu metabolismo podem influenciar um organismo 

(Horrobin, 2003). 

Esses compostos contêm uma molécula de glicerol como componente 

básico ao qual um grupo fosfato (PO4) é esterificado no carbono � (sn-3), e 

dois ácidos graxos são esterificados nos dois átomos de carbono 

remanescentes (posições sn-1 e sn-2). O glicerol e o PO4, que é ligado a 

uma base (etanolamina, colina, serina, inositol) ou a um átomo de hidrogênio 

(ácido fosfatídico), formam a cabeça polar (hidrofílica), e os ácidos graxos 

esterificados formam a cauda apolar (hidrofóbica) dos glicerofosfolípides ou 

fosfolípides (fig 2). Essa característica anfifílica dos fosfolípides, é que os 

induz a permanecerem juntos formando uma bicamada, com a porção 

hidrofóbica voltada para o interior da membrana e a porção hidrofílica para a 

camada externa (Fenton et al., 2000; Peterson e Cummings,2006; Horrobin, 

2003). 
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As principais bases ligadas ao grupo fosfato (PO4) são colina, 

etanolamina, serina, e inositol, formando os fosfolípides denominados 

fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) e 

fosfatidilinositol (PI), respectivamente. A fosfatidilcolina, em sua grande 

maioria, age como componente estrutural na porção exterior da membrana, 

uma pequena parte, originada da conversão da PE através de metilação, é 

que fornece os ácidos graxos que estão envolvidos com a transdução de 

sinal. As PEs são ricas em ácidos graxos insaturados o que lhes permite 

conferir a membrana maior fluidez e flexibilidade. Fosfatidilserina é 

normalmente encontrada na porção interna das membranas, somente em 

caso de dano celular, em particular, apoptose, ela pode inverter essa 

posição. Fosfatidilinusitol é um componente particularmente importante nos 

mecanismos de transdução de sinal (Horrobin, 2003; Piomelli, 2005). 

Os ácidos graxos podem ser de diferentes tipos dependendo do 

tamanho da cadeia de carbono, do número de duplas ligações, da posição 

dessas duplas ligações e da configuração dessas duplas ligações (cis ou 

trans). De uma maneira geral, ácidos graxos com maior número de duplas 

ligações (insaturados) conferem aos fosfolípides propriedades de angulação, 

flexibilidade e mobilidade. Normalmente, o ácido graxo ligado à posição sn-1 

é saturado e à posição sn-2 insaturado, com uma ou mais duplas ligações. O 

grau de insaturação dessas moléculas determina o arranjo espacial bem 

como a fluidez da membrana (Horrobin, 2003). 
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Os ácidos graxos insaturados são distribuídos em duas séries: 

ômega-3 (n-3) e ômega-6 (n-6), sendo que o número indica a posição da 

dupla ligação. Esses ácidos graxos são considerados Ácidos Graxos 

Essenciais (AGE) pois, não podem ser sintetizado e devem ser adquiridos 

através da dieta. Os principais AGE são o ácido linolêico e o ácido alfa 

linolênico, sendo que a partir deles pode-se derivar todos os demais AGE. 

Porém, essa conversão é muito lenta e não supre as necessidades do 

organismo. Aproximadamente 20% do peso do cérebro consiste de AGE, 

sendo o ácido araquidônico (AA) - série Omega-6 - e o ácido 

docosahexaenóico (DHA) - série Omega-3 - responsáveis pela maior parte, 

com pequena, porém importante contribuição do ácido adrênico (AdrA), 

ácido decosapentaenóico (DPA), ácido dihomogamalinolênico (DGLA) e 

ácido eicopentaenóico (EPA) (Fenton et al., 2000, Horrobin, 2003). 
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Figura 2: Esquema de fosfolípides. Fonte:. telstar.ote.cmu.edu/.../ 
img/structures.jpg 
 

 

O conteúdo específico dos ácidos graxos essenciais na membrana 

pode modificar o funcionamento neuronal e produzir efeitos clínicos através 

de dois mecanismos: (1) mudanças no conteúdo desses ácidos graxos 

alteram o micro-ambiente das membranas e, conseqüentemente, a estrutura 

e função de receptores, canais iônicos e enzimas; (2) os ácidos graxos 

essenciais contribuem para a regulação celular por atuar como uma fonte de 

precursores para segundos mensageiros na transdução de sinais intra e 

inter-celulares, o que aumenta sua relevância para a neurotransmissão 

(Agranoff et al., 1999; Fenton et al., 2000). 



 7

A síntese dos fosfolípides se dá a partir da ligação dos ácidos graxos 

às moléculas de carbono do glicerol, pela ação dos sistemas enzimáticos da 

aciltransferase e da transacilase que, juntamente com as fosfolipases A2 

(PLA2), são responsáveis pela remodelação dos fosfolípides, processo que 

ocorre durante todo o tempo de vida da membrana celular e é crucial para a 

manutenção da homeostase celular (Horrobin et al., 1994). 

 

 

1.2 Fosfolipase A2 

 

 

A fosfolipase A2 (PLA2) compreende uma superfamília de enzimas 

que catalisam a hidrolise da posição sn-2 dos fosfolípides de membranas 

celulares – plasmáticas e subcelulares, levando a produção de um ácido 

graxo livre e lisofosfolípides. Esta reação é de particular importância se o 

ácido graxo esterificado for o ácido araquidônico que é precursor de 

eicosanóides (Fenton et al. 2000; Kudo e Murakami, 2002). Embora o ácido 

araquidônico possa ser liberado dos fosfolípides por processos que não 

envolvam a PLA2, em muitas células a PLA2 é o primeiro sistema enzimático 

que regula a sua liberação. Tanto o ácido araquidônico quanto as 

prostaglandinas que deles resultam, como os lisofosfolípides liberados pela 

PLA2, são importantes mediadores na transmissão e no processamento de 

sinais neuronais (Piomelli 1993; Bazan et al., 1993), através da modulação 

dos canais iônicos, atuando como segundos mensageiros, através da 
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expressão gênica, e da liberação e captação de neurotransmissores 

(Lautens et al., 1998). 

 

 

1.2.1 Classificação das fosfolipase A2 

 

 

Cerca de vinte distintas PLA2 de mamíferos foram identificadas e 

caracterizadas. Elas estão divididas em diversos grupos dependendo da sua 

estrutura, propriedade enzimática, localização e função celular: (Six e 

Dennis, 2000; Winstead et al., 2000; Kudo e Murakami, 2002; Chakraborti, 

2003; Farooqui et al., 2004). Todavia, baseado nas propriedades biológicas, 

pode-se utilizar uma classificação simplificada dos três principais grupos: as 

PLA2  secretórias ou PLA2 extracelular dependente de Ca2+ (sPLA2); PLA2 

citósólicas dependentes de Ca2+ (cPLA2) e as PLA2 intracelulares 

independentes de Ca2+ (iPLA2). Existem ainda as PAF acetyl hidrolases e as 

PLA2 Plasmalógeno seletivas. Todas serão descritas mais detalhadamente a 

seguir. 

 

a) PLA2 extracelular dependente de Ca2+(sPLA2) 

Subdividida em diversos grupos: PLA2GIB, PLA2GIIA, PLA2GIID, 

PLA2GIIE e PLA2GIIF, PLA2GIII, PLA2GV, PLA2GX, PLA2GXII e PLA2GXIII. 
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As PLA2 extracelulares ou secretadas são muito semelhantes. Essas 

enzimas são caracterizadas por baixo peso molecular (12 – 18 KDa),  um 

domínio catalítico e um domínio fortemente ligado ao íon Ca+2 (cálcio loop), 

requerimento de Ca2+ em concentrações milimolares e por não apresentar 

nenhuma seletividade ao ácido graxo da posição sn-2. As sPLA2 possuem 

ligações dissulfetos e um resíduo de histidina como grupo catalítico (figura 

3). A hidrólise do substrato é precedida pela ativação e orientação de uma 

molécula de água através de uma ponte de hidrogênio com o sitio ativo 

histidina. Junto à histidina existe um resíduo de aspartato, que juntamente 

com o sítio de ligação ao cálcio retêm o íon. Membranas ricas em 

esfingomielina dificultam a penetração da sPLA2. A presença de fosfolípides 

oxidáveis nas vesículas facilita a reação das sPLA2. Oxidação dos 

fosfolípides altera o estado fisiológico das membranas o qual por sua vez 

afeta a suscetibilidade dos resíduos de ácidos graxos oxigenados e não 

oxigenados para o ataque da sPLA2. As sPLA2 estão envolvidas em vários 

processos biológicos tais como modificação na geração de eicosanóides, 

inflamação e defesa do hospedeiro (Kudo e Murakami 2002). 

No cérebro, as sPLA2 estão presentes em todas as regiões, 

apresentando maior atividade na medula oblongata, hipocampo e córtex e 

menor atividade no tálamo e hipotálamo (Farooqui et al, 2004). 
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Figura 3: Fosfolipase A2 humana de líquido sinovial. As esferas representam os 
íons Ca+2, os quais são requeridos para a atividade catalítica e para o aumento da 
integridade estrutural. A figura representa a orientação do domínio sobre interação 
com a membrana biológica (representada pelo plano). Representado em verde 
transparente estão os estados análogos da molécula lipídica sendo hidrolisadas no 
sítio catalítico. Os resíduos em azul representam mudanças de cargas positivas, as 
quais são importantes para a interação interfacial da enzima com a membrana 
biológica. Fonte brahms.chem.uic.edu/.figures/pla2_lig.jpg 

 

 

b) PLA2 intracelular citosólica dependente de Ca2+ (PLA2 grupo IV, 

PLA2GIV ou cPLA2)  

Subdividida em três grupos: PLA2GIVA, PLA2GIVB e PLA2GIVC, com 

peso molecular de 85, 110 e 60 KDa, respectivamente. A PLA2GIVA é a 

melhor caracterizada até o momento. Essa PLA2 consiste de dois domínios 
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funcionalmente distintos: (1) domínio de ligação a lípides de membrana 

dependente de Ca2+ no terminal amino (N-terminal), ou domínio C2 (138 

aminoácidos), contendo os resíduos de ligação de Ca2+ e de ligação a 

membranas; e (2) domínio catalítico independente de Ca2+ no terminal 

carboxil (C-terminal), contendo os resíduos do sítio ativo, representados na 

figura 4 (Nalefski et al., 1998). É a única PLA2 que mostra seletividade 

significativa para fosfolípides que possuem ácido araquidônico na posição 

sn-2, sendo o grau de insaturação, a posição da dupla ligação e o tamanho 

da cadeia do ácido graxo na posição sn-2 os responsáveis pela 

especificidade da enzima ao substrato. Concentrações micromolares de 

Ca2+ ativam a PLA2GIVA, onde o íon permite o deslocamento da enzima até 

a vesícula de fosfolípide para a hidrólise interfacial (Kudo e Murakami, 2002). 

A PLA2GIVA, por estar presente no citosol, precisa de algo que lhe dê 

acesso aos substratos fosfolipídicos, e é devido a isso que há a necessidade 

de íons Ca2+. O aumento na concentração interna desses íons ocorre pela 

mobilização de Ca2+ armazenado internamente e ou pelo influxo de Ca2+ do 

espaço extracelular via canais operados por voltagem ou por receptores 

(Hirabayashi e Shimizu, 2000). O domínio C2 isolado da PLA2GIVA humana 

mostrou uma seletividade para a ligação às vesículas de fosfolípides com 

cabeça polar com características hidrofóbicas (cabeça polar neutra), como 

fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE) (Nalefski e Falke, 1996; 

Nalefski et al., 1998). 

As PLA2GIVA são expressas na maioria das células e tecidos, 

incluindo plaquetas. Sem dúvida, a PLA2GIVA desempenha um papel 
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essencial na liberação do ácido araquidônico dos fosfolípides suprindo as 

cascatas das ciclo-oxigenases e das lipoxigenases para a produção de 

eicosanóides, além de regular a produção de mediadores derivados de 

lisofosfolípides como o fator ativador de plaquetas (PAF). Algumas linhas de 

pesquisa têm associado a PLA2GIVA com a regulação da apoptose, por 

mecanismos pouco conhecidos. Presumivelmente certos produtos da 

PLA2GIVA, como eicosanóides ou lisofosfolípides, devem secundariamente 

afetar a viabilidade celular e a sua proliferação (Kudo e Murakami 2002).  

A PLA2GIVB também está localizada no citosol, porém, na presença 

de íons Ca2+ desloca-se para as membranas. A liberação de ácido 

araquidônico do substrato Phosphatidylcholine, L-α-1 palmitoyl-2-

arachidonyl-[arachidonyl-1-14C] (PC14C) pela PLA2GIVB foi estritamente 

dependente de Ca2+, uma vez que não foi detectada atividade da enzima na 

presença do quelante de Ca2+, etileno glicol-bis-(b-amino-etil éter) (EGTA) 

(Song et al., 1999). Adicionalmente, foi observada uma diminuição da 

atividade dessa PLA2 de 5-10 vezes na presença de outro quelante de Ca2+, 

tetra acetato de etilenodiamina (EDTA), em relação à atividade observada na 

presença de Ca2+ 1,0 mM (Pickard et al.,1999). Tomados em conjunto, os 

achados descritos sugerem que a PLA2GIVB pode responder a agonistas 

que mobilizam Ca2+ de maneira similar à PLA2GIVA. A sensibilidade da 

PLA2GIVB ao Ca2+ é provavelmente devida a uma região na sua seqüência 

de aminoácidos que possui uma semelhança ao domínio C2 da PLA2GIVA 

(Song et al.,1999). 
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A PLA2GIVC não contém o domínio C2 (Underwood et al., 1998; 

Pickard et al., 1999) o qual é importante para a ligação dependente de Ca2+ 

da PLA2GIVA às membranas (Nalefski et al., 1994), indicando que a 

ativação da PLA2GIVC é regulada por um mecanismo diferente daquele da 

PLA2GIVA, bem como da PLA2GIVB. A investigação da presença da 

PLA2GIVC humana no sobrenadante ou no “pellet” de membranas de células 

de ovário de hamster chinês (CHO) ou de células de insetos Sf9 super 

expressando a enzima encontrou que a PLA2GIVC localiza-se na fração de 

membranas (Underwood et al., 1998; Stewart et al., 2002). A determinação 

do requerimento de Ca2+ para a atividade da PLA2GIVC em lisados de 

células COS super expressando a enzima, incubados com o substrato 

PC14C, na ausência Ca2+ ou na presença de Ca2+ 10 mM, mostrou que a 

atividade da enzima não é afetada por Ca2+ (Underwood et al., 1998). Além 

disso, a atividade da PLA2GIVC não foi afetada ao quelar o Ca2+ por EDTA 

(Pickard et al., 1999). Esses achados indicam que a PLA2GIVC é uma 

enzima independente de Ca2+ e é fortemente ligada às membranas. Porém, 

pertence ao grupo de enzimas dependentes de Ca2+ devido a sua grande 

semelhança estrutural com as PLA2 desse grupo, principalmente seu 

domínio catalítico, que é bem semelhante ao da PLA2GIVA (Underwood et 

al., 1998). 

Em membranas neuronais e em outros sistemas celulares a ativação  

da PLA2GIV e a conseqüente liberação de ácido araquidônico pode ocorrer 

através de diferentes mecanismos de ligações com  receptores 

dopaminérgicos, serotoninérgicos, glutamatérgicos, citoquinas e de fator de 
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crescimento. Através dessas ligações às diferentes cascatas de sinalizações 

a PLA2GIV é uma importante PLA2 para liberação rápida de ácido 

araquidônico nas células além de modular diversos processos intracelulares 

(Farooqui et al, 2004; Sun, et al, 2004). 

Um novo grupo de PLA2GIV foi descrito, a PLA2GIVD, porém ela é 

expressa exclusivamente em epitélio escamoso estratificado (pele) e está 

marcadamente aumentada em casos de psoriase. Esta enzima apresenta 

grande similaridade e níveis de atividade próximos às  PLA2GIVB. Ela não 

mostra especificidade ao ácido araquidônico na posição sn-2 do substrato, 

mas sim ao ácido linolêico. Assim como as PLA2GIVB, as PLA2GIVD 

apresentam atividade dependente de Ca2+ (Sun et al 2004). 
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Figura 4. Estrutura da  cPLA2. O domínio dependente de cálcio (C2) está 
representado em rosa e o domínio catalítico C-terminal em azul. A superfície de 
ligação à membrana é representada pela parte superior da estrutura. A imagem foi 
gerada usando o programa Cn3D (NCBI) e é baseada na estrutura de  Dessen et 
al, (1999). 
 

 

c) PLA2 intracelular independente de Ca2+ (PLA2GVI ou iPLA2): São 

subdivididas em PLA2GVIA e PLA2GVIB.  

 Essas enzimas são caracterizadas por peso molecular em torno de 80 

kDa e por hidrolisar os ácidos graxos da posição sn-2 dos fosfolípides com a 

seguinte ordem de preferência: ácido linolêico > ácido palmítico > ácido 

olêico > ácido araquidônico. A PLA2GVI tem uma única seqüência de amino 

ácidos contendo uma lípase e sete ou oito repetições ankyrin (Kudo e 

Murakami 2002;  Farooqui et al, 2004). 
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Embora a PLA2GVI não tenha muita preferência em clivar fosfolípides 

com ácido araquidônico na posição sn-2, está diretamente envolvida na 

regulação das reações de remodelamento de ácidos graxos nos fosfolípides 

de membranas celulares, então deve influenciar a distribuição subcelular de 

ácido araquidônico entre os diferentes compartimentos, bem como a 

quantidade relativa de ácido graxo presente em cada compartimento celular 

(Balsinde et al., 1999).  

A atividade da PLA2GVIA foi determinada no sobrenadante ou no 

“pellet” de membranas de células COS super expressando a enzima. 

PLA2GVIA foi incubada com ambos os substratos PC14C e 

fosfatidiletanolamina marcada com 14C (PE14C), mostrando níveis de 

atividade similares na fração citosólica de células controles e de células 

super expressando a PLA2GVIA, enquanto que sua atividade na fração de 

membranas de células super expressando a enzima foi 5,5 vezes maior do 

que aquela em células controles. Foi observada uma correlação entre a 

atividade aumentada da PLA2GVIA e a presença maior da enzima na fração 

de membranas, indicando que a PLA2GVIA é uma proteína ligada a 

membranas (Larsson  et al., 1999). A determinação do requerimento de Ca2+ 

para a atividade da PLA2GVIA humana em lisados de células COS que 

super expressam a enzima, incubados com ambos os substratos PC14C e 

PE14C, na ausência de Ca2+ ou na presença de Ca2+ 5,0 mM, mostrou que a 

atividade da enzima foi significativamente maior na ausência de Ca2+ 

(Larsson et al., 1998).  
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Na determinação da atividade da PLA2GVIB no sobrenadante ou no 

“pellet” de membranas de células Sf9 ou de células COS super expressando 

a enzima, foram observados, níveis similares tanto na fração citosólica de 

células controles quanto na de células que super expressam a PLA2GVIB. A 

atividade dessa enzima foi detectada predominantemente na fração de 

membranas. A determinação do requerimento de Ca2+ para a atividade da 

PLA2GVIB humana no “pellet” de membranas de células Sf9 super 

expressando a enzima, incubado com PC sintética como substrato, na 

ausência ou na presença de Ca2+ (variando de 0-10 mM), mostrou que a 

atividade da PLA2GVIB foi independente de Ca2+ (Mancuso et al., 2000; 

Tanaka et al., 2000).  

As PLA2s intracelulares parecem contribuir para a patogênese de 

doenças neuropsiquiátricas como: esquizofrenia, epilepsia, doença de 

Alzheimer, depressão, esclerose múltipla, entre outras. Nestas doenças já 

foram descritas alterações de metabolismo de fosfolípides na membrana 

neuronal. (vide abaixo em 1.3.). 

 

 

d) PAF-acetilhidrolases (plasmáticas): Subdivididas em PLA2GVII 

(PLA2GVIIA e PLA2GVIIB) e PLA2GVIII (PLA2GVIIIA e PLA2GVIIIB). 

Essas enzimas exibem um substrato específico, são as chamadas 

PAF (fator ativador de plaquetas) acetilhidrolases (PAF-AH) que hidrolisam e 

inativam o mediador lipídico PAF. A degradação desses fosfolípides 
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bioativos pela PAF-AH pode levar a alteração da reação inflamatória e 

arteriosclerose (Kudo e Murakami,2002; Farooqui et al. 1999). 

 

 

e) PLA2 Plasmalógeno seletiva :  PlsEtn-PLA2 

 Essas enzimas são caracterizadas por peso molecular em torno de 39 

kDa. Elas hidrolisam ácido araquidônico e DHA da posição sn-2 dos 

plasmalógenos, um tipo especial de fosfolípides com um vinil éster ligado à 

posição sn-1 do glicerol, liberando um lisoplasmalógeno. DHA é 

metabolizado  pelas ciclo-oxigenases e lipoxigenases liberando 

docosanóides (resolvins, decosatrienos e neuroprotectinas), os quais 

possuem propriedades antiinflamatórias e neuroprotetoras (Farooqui e 

Horrocks,2006). As PLA2 plasmalógeno seletivas diferem das demais PLA2 

intracelulares não somente no peso molecular, mas também, nas 

propriedades cinéticas, especificidade ao substrato e resposta aos 

inibidores. (Farooqui e Horrocks, 2003 e 2006). As PlsEts-PLA2 localizam se 

no citosol e apresentam atividade independente de Ca2+ porém, não são 

inibidas pelo Bromoenol lactone (BEL), potente inibidor das PLA2GVI. Essas 

enzimas são inibidas por ATP (adenosina trifosfato) em concentrações 

milimolares, ou seja concentrações intracelulares normais, diferentemente 

das PLA2GVI que são ativadas na presença do nucleotídeo (Farooqui, 2004; 

2001). 
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1.2.2 Inibidores das fosfolipase A2 

 

 

A existência de diferentes tipos de PLA2, funcionando em conjunto 

dificulta a análise de cada uma isoladamente. Para isso torna-se necessário 

o uso de inibidores específicos. Existe um grande número de compostos que 

apresentam capacidade de inibir a enzima, mas poucos conseguem fazê-lo 

de maneira seletiva. 

Os inibidores podem agir por diferentes mecanismos como: 1) 

incorporando-se na membrana, levando a alterações das propriedades 

fisicoquímicas, 2) interagindo diretamente com o sítio ativo da enzima, 3) 

Atuando sobre um outro sítio (sítio alostérico) da enzima, levando a 

mudanças na atividade, e 4) atuando como detergente, que induz mudanças 

não específicas nas propriedades da membrana (Farooqui 1999). 

A seguir serão descritos os inibidores mais conhecidos: 

a) Arachidonyl trifluoromethyl ketone (AACOCF3) – Análogo do 

ácido araquidônico em que o grupo carboxila (COOH) é trocado por um 

grupo trifluoromethylketone (COCF3). Inibidor reversível da PLA2, sendo 

mais seletivo para PLA2 intracelulares (dependentes e independentes de 

cálcio) do que para as PLA2 extracelulares devido as suas propriedades 

fisicoquimicas, que permite sua rápida penetração na célula. Estudos de 

ressonância nuclear magnética (NMR) sugerem que a cadeia de carbono do 
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AACOCF3 se liga na porção hidrofóbica e o grupo carbonil  forma uma 

ligação covalente com o sítio ativo, gerando um axoanion carregado que 

interage com o grupo da enzima carregado positivamente.(Farooqui 1999). 

b) Palmitoyl trifluoromethyl ketone (PACOCF3) – análogo do ácido 

palmítico, inibe quatro vezes mais que o AACOCF3 a PLA2 independente de 

cálcio (PLA2GVI) (IC50 = 3,8µM e 15µM para o PACOCF3 e AACOCF3 

respectivamente), mas igualmente ao AACOCF3 , inibe de maneira 

reversível e não seletiva. .(Farooqui 1999). 

c) Bromoenol Lactone (BEL) – é um potente inibidor das PLA2 

independentes de cálcio (PLA2GVI), sendo mil vezes mais potente em 

relação as PLA2GIV. Isso se deve ao fato que o BEL possui uma estrutura 

semelhante aos plasmalógenos que são substrato para as iPLA2 e não o são 

para as cPLA2 que hidrolisam preferencialmente a fosfatidilcolina.  

O BEL inibe covalente e irreversivelmente (Hazen 1991 e Farooqui 

1999). Várias evidências, demonstram  o mecanismo de inibição do BEL: ele 

se liga covalentemente perto ou no sítio de ação da PLA2 imediatamente 

depois da hidrólise e antes da difusão da lise catalítica. A inibição da iPLA2 

pelo BEL é tempo dependente a potência de inibição, bem como a ligação 

covalente, são inibidas competitivamente por fosfolípides. Em altas 

concentrações, o BEL demonstra uma fase de dependência em relação ao 

tempo, inicialmente rápida, seguida de uma segunda fase que demonstra 

uma pseudocinética de primeira ordem. A existência de duas isoformas da 
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enzima, distintas cinéticamente, que são inativadas com velocidades 

diferentes e a presença de isômeros ópticos do BEL que se presentes, 

podem diferir em suas afinidades e velocidades de hidrólise são algumas 

das explicações para esse comportamento (Hazen et al.,1991). 

d) Methyl Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP) – fosfonato 

análogo do ácido araquidônico. É um inibidor irreversível das PLA2 

intracelulares dependentes de cálcio, mas não tem efeito sobre as PLA2 

dependentes de cálcio extracelulares. MAFP inibe a atividade enzimática 

pela reação com o resíduo serina do sítio catalítico, através de uma reação 

de fosforilação, impedindo assim sua recuperação, o que o torna irreversível. 

MAFP também inibe a PLA2GVI (IC50 = 0,5µM) (Farooqui 1999).  

e) Pyrrophenone – potente inibidor da cPLA2 porém não seletivo, 

sendo 230 vezes mais potente que o AACOCF3. Inibe a interação entre o 

substrato e o sitio ativo da enzima na interface, sem afetar a qualidade do 

substrato. Pyrrophenone inibe muito pobremente a iPLA2 e as PLA2 

extracelulares (Ono et al., 2002). Pyrrophenone  ainda não está disponível 

comercialmente. 

f) LY311727 – inibidor potente e seletivo das PLA2  extracelulares, 

desenvolvido pela Lilly Research Laboratories e ainda não disponível 

comercialmente. LY311727 é um derivado indol cuja estrutura química foi 

refinada por cristalografia de raios-X , usando como modelo o sítio ativo da 
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PLA2GIIA (sPLA2). Este composto inibe seletivamente as sPLA2 em 

concentrações nanomolres (Balsinde et al., 1999). 

Um resumo das propriedades mais importantes das diversas formas 

de PLA2 encontra-se na tabela 1. 
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1.3. Fosfolipase A2 e desordens psiquiátricas 

 

 

1.3.1 Esquizofrenia 

 

A esquizofrenia ocorre com uma prevalência de 1% em homens e 

mulheres, sendo o início da doença no final da adolescência/início da vida 

adulta e mais precoce em homens (Frazer et al., 1994). 

As mudanças funcionais do cérebro de esquizofrênicos parecem estar 

relacionadas com distúrbio do metabolismo de fosfolípides. Estudos recentes 

com 31P-espectroscopia magnética sugerem uma aceleração do 

metabolismo de fosfolípides no lobo frontal de esquizofrênicos. Nestes 

estudos investigaram-se as ressonâncias dos fosfomonoésters (PME) e dos 

fosfodiésters (PDE), respectivamente os precursores e os metabólitos dos 

fosfolípides no cérebro. Esquizofrênicos mostravam uma diminuição dos 

PME e um aumento dos PDE no lobo frontal (Williamson et al., 1991; 

Fujimoto et al., 1992; Keshavan et al., 1993; Pettegrew et al., 1993; 

Fukuzako et al., 1994; Deicken et al., 1993; 1995; Heinsberger et al., 1997). 

Uma aceleração do metabolismo de fosfolípides foi também encontrada em 

um estudo post mortem no lobo frontal de esquizofrênicos (Horrobin et al., 

1991). Esses achados no cérebro, embora ainda controversos (Yacubian et 

al., 2002), apoiam resultados de estudos anteriores, que encontraram em 

esquizofrenia uma diminuição da concentração de fosfolípides nos eritrócitos 
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(Revisão em Rotrosen e Wolkin, 1987) e um aumento da concentração do 

metabólito lisofosfatidilcolina na membrana de plaquetas (Pangerl et al., 

1991). Também a concentração do ácido araquidônico em eritrócitos foi 

encontrada reduzida em um subgrupo de pacientes esquizofrênicos (Peet et 

al., 1994, Glen et al., 1994).  

Como a PLA2 é uma enzima chave no metabolismo dos fosfolípides, 

um aumento de sua atividade estaria implicado na esquizofrenia e poderia 

ser detectada tanto no cérebro como em tecidos periféricos. As alterações 

do cérebro seriam encontradas principalmente no lobo frontal, levando a 

uma hipofrontalidade causada por uma inibição da atividade dopaminérgica 

(Brunner e Gattaz, 1996) que supostamente ocorre na esquizofrenia 

(Weinberger et al., 1987). De fato, evidências experimentais foram obtidas 

por diversos grupos, sugerindo uma aceleração do metabolismo de 

fosfolípides pela PLA2 em esquizofrenia (Gattaz et al., 1987, 1990, 1995a; 

Tavares et al., 2003; Noponen et al., 1993; Ross et al., 1997, 1999; Yao et 

al., 2000). 

Entretanto, é de interesse notar que um aumento da PLA2 já foi 

discutido em outras doenças neuropsiquiátricas nas quais podem ocorrer 

sintomas psicóticos, como na epilepsia do lobo temporal e na esclerose 

múltipla (Simonato et al., 1993; Visioli et al., 1994). Isto sugere que nestas 

doenças o aumento da PLA2 poderia estar implicado na origem das 

manifestações psicóticas.  
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1.3.2 Epilepsia 

 

 

Os mecanismos da epileptogênese iniciam-se com a excitação da 

membrana neuronal. A dupla camada lipídica é altamente impermeável aos 

íons, todavia os íons podem ser ativamente transportados através da 

membrana pelas bombas iônicas e dos canais gated e no-gated. As bombas 

iônicas criam e mantêm o potencial de membrana em descanso (pré-

requisito para a excitação), enquanto as correntes iônicas fluem através dos 

canais gated levando à mudanças no estado de excitação (Avanzini et al., 

2003). 

Alterações no metabolismo dos fosfolípides que compõe a membrana 

neuronal podem alterar o estado de excitação celular. Na verdade, alguns 

estudos descrevem que as crises promovem uma superativação da PLA2, 

resultando no acúmulo de lípides bioativos nas sinapses (Bazan, 1998). 

Alguns mediadores inflamatórios, como o óxido nítrico e outros mediadores 

pró-inflamatórios, como as prostaglandinas nas quais a PLA2 é a enzima 

chave para a sua produção, são aumentados pela ativação das células 

gliais, que ocorre durante a crise (Matoth et. Al. 2000). 

A PLA2, em condições normais está envolvida com a manutenção das 

funções celulares através da produção de ácido araquidônico e 

eicosanóides. Quando o ácido araquidônico é hidrolisado pela PLA2, a partir 

de 1-O-alkil ligado aos fosfolípides, é formado liso-PAF o qual é acetilado 
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para a formação do PAF, esse por sua vez, interage com receptores 

específicos levando a um aumento do Ca2+ intracelular, condição necessária 

para a manutenção das funções celulares normais. Uma estimulação 

prolongada da PLA2 pode danificar a integridade da membrana, não 

somente pelo aumento excessivo de Ca2+ intracelular, que levaria a  lipólise 

e proteólise excessiva e a fragmentação do DNA, mas também pela perda 

de fosfolípides essenciais para a formação da dupla camada lipídica, devido 

à característica detergente da estrutura do PAF. Esses processos, 

juntamente com o acúmulo de peróxidos lipídicos podem estar associados 

com várias formas de danos cerebrais agudos e crônicos, como a epilepsia e 

a esquizofrenia (Farooqui et al., 1996; Feuerstein G. 1996; Bazan et al., 

2002). 

 

 

1.3.3 Doença de Alzheimer 

 

 

Distúrbios do metabolismo de fosfolípides foram descritos na Doença 

de Alzheimer (DA) (Barany et al., 1985; Kanfer et al., 1986; Nitsch et al., 

1992). Investigações da atividade da PLA2 post-mortem no cérebro de 

pacientes com DA comparados com controles não-dementes de mesma 

idade (Gattaz et al., 1995b), mostraram que pacientes com DA tinham uma 
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redução significativa da atividade da PLA2 no córtex parietal e no lobo frontal 

em comparação com os controles.  

Existem correlações sugerindo  uma associação entre a redução da 

atividade da PLA2 e o grau de severidade da DA:  Quanto menor a atividade 

da PLA2, menor a idade do óbito, e menor a idade de início da doença; 

quanto menor a atividade da PLA2 maior o número de placas senis  e de 

neurofibrilas. Esses  achados no cérebro e em plaquetas indicam uma 

redução do metabolismo de fosfolípides da membrana celular na DA. Esta 

redução foi também encontrada em estudos com espectroscopia magnética 

com 31P (Brown et al., 1989; Forlenza et al.,2005).  

Blusztajn et al. (1987) sublinharam o significado do metabolismo dos 

fosfolípides para a síntese do neurotransmissor acetilcolina. O metabolismo 

da fosfatidilcolina (PC) da membrana contribui para a síntese da acetilcolina 

(Blusztajn e Wurtman, 1983). A PC é o substrato natural da PLA2. Uma 

redução da PLA2 resulta em uma redução do metabolismo da PC, podendo 

contribuir assim para um déficit colinérgico. Esse déficit, primariamente 

resultante de uma degeneração de neurônios colinérgicos, é discutido como 

aspecto central do distúrbio cognitivo na DA. Neste sentido, é de interesse o 

achado de experimentos, nos quais uma inibição intracerebral da PLA2 

causou um distúrbio da memória em animais de laboratório (Hölscher e 

Rose, 1994; Schaeffer e Gattaz ,2005). 
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O cérebro de pacientes com DA apresenta alterações 

histomorfológicas características, as chamadas placas senis. O principal 

componente das placas senis é o peptídeo β-amilóide (Aβ). O Aβ parece ser 

de importância na patogênese da DA, ele é formado a partir da cisão de um 

grupo de aminoácidos (APP 597-639) da proteína precursora do amilóide 

(APP). Fisiologicamente, o processamento da APP na membrana celular 

ocorre através de uma cisão proteolítica no meio da região β-amilóide, 

evitando assim a formação do Aβ. Um distúrbio deste processamento pode 

resultar na formação de placas de amilóide (revisão em Haas e Selkoe, 

1993). 

A PLA2 influencia decisivamente o processamento e a secreção da 

APP. Uma inibição da PLA2 reduz a secreção da APP da membrana, 

enquanto que uma ativação da PLA2 aumenta a liberação da APP no meio 

extracelular (Emmerling et al., 1993). Como o aumento da secreção da APP 

diminui a formação do Aβ (Caporaso et al., 1992; Fukushima et al., 1993), é 

razoável supor que uma redução na secreção da APP, contribui para um 

aumento da produção do Aβ. 
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1.3.4 Depressão e Transtorno Bipolar 

 

 

 A depressão é hipoteticamente causada por distúrbios da síntese, 

liberação, recaptação e metabolismo dos neurotransmissores serotonina e 

catecolaminas, além das alterações dos receptores desses 

neurotransmissores. (Horrobin, 1999b).  

 Esses fatos sugerem que tanto na depressão unipolar como no 

transtorno bipolar, ocorrem alterações nos mecanismos de transdução de 

sinais pós-receptores, que podem ser regulados por proteínas de 

membranas, as quais exercem diferentes ações nos neurônios e outras 

células. Entre essas ações está a ativação das fosfolipases, incluindo 

fosfolipase C (PLC), fosfolipase D (PLD) e PLA2 (Horrobin, 1999b; Hibbeln, 

1989). De fato, Hibbeln e colaboradores (1989) sugeriram que alterações da 

PLA2 poderiam influenciar os sistemas de neurotransmissores de maneira a 

desencadear a depressão. A hipótese de Hibbeln é que o aumento da 

atividade da PLA2 na depressão levaria a alterações dos fosfolípides de 

membrana, que por sua vez levaria a alterações da atividade de proteínas 

ligadas às membranas associadas com as diversas alterações observadas 

na depressão. 

 Na depressão existem evidências de anormalidades no metabolismo 

dos fosfolípides e ácidos graxos. Todavia, na depressão ocorre uma 

afinidade da PLA2  pelos ácidos graxos de 20 carbonos da série Omega-3 
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(DHA), levando a uma diminuição desses ácidos graxos, acompanhados ou 

não, de um aumento da liberação dos ácidos graxos da série Omega -6 

(ácido araquidônico). O DHA é na verdade, considerado como componente 

estrutural crucial do sistema nervoso, sendo a sua principal função aumentar 

a fluidez da membrana, permitindo um funcionamento ótimo da membrana 

neuronal. Uma diminuição de DHA levaria a uma redução da fluidez da 

membrana.(Edwards, 1999). Diversos estudos correlacionam o aumento da 

incidência de depressão com a diminuição dos níveis de DHA e sugerem 

que uma dieta mais rica nesta forma de ácido graxo poderia trazer efeitos 

benéficos.  
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1.4 O uso de plaquetas como modelo periférico de neurônios 

 

 

Numerosos estudos descrevem o uso de parâmetros bioquímicos das 

plaquetas como marcadores clínicos para desordens neurológicas (Luca et 

al., 2002). O uso da bioquímica das plaquetas como modelo periférico do 

metabolismo cerebral baseia-se nas características similares entre plaquetas 

e neurônios: 1) plaquetas armazenam e liberam neurotransmissores (nos 

grânulos densos); 2) a liberação dos grânulos alfas e dos grânulos densos é 

regulada pelas concentrações intracelulares de cálcio; 3) plaquetas 

expressam várias proteínas relacionadas a neurônios como os receptores N-

metil D-aspartato (NMDA); 4) plaquetas têm em suas membranas receptores 

adrenérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos (figura 5) (Owens, 1994) e 

5) as plaquetas prolongam o processamento da membrana plasmática, 

lembrando neuritos que são esculpidos pelas proteases extracelulares 

(figura 6) (Bush, 1998).  

De acordo com vários achados em plaquetas, como alteração das 

PLA2, da fluidez da membrana, de níveis de proteína quinase C, hiper-

reatividade de receptores serotoninérgicos em pacientes deprimidos entre 

outros, permite considerar as plaquetas como fonte de material biológico 

humano viável para estudos de mecanismos metabólicos, espelhando no 

sistema periférico os processos metabólicos que ocorrem no sistema 

nervoso central (Padovani et al., 2001 e Owens, 1994).  
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Figura 5: Representação da estrutura interna de plaquetas 

 

 

 
Figura 6: ativação das plaquetas com os prolongamentos de membrana 
 

 

 

 

 

Plaquetas em repouso Plaquetas ativadas 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

 

Desenvolver uma metodologia para detectar e determinar a atividade 

dos diferentes grupos de PLA2 em plaquetas, para que sirva no futuro para 

estudos da atividade da enzima em doenças neuropsiquiátricas.  

 

 

 

2.1 Objetivos específicos: 

 

 

Utilizar a mesma matriz biológica (plaquetas), para validar um método 

radioenzimático de determinação da atividade dos diferentes grupos de 

PLA2, utilizando propriedades específicas de cada uma delas, como a 

dependência do Ca2+, pH ideal e especificidade ao substrato. 

 Para isso foram utilizados diferentes substratos (fosfatidilcolina com 

ácido araquidônico e com ácido palmítico marcado com 14C na posição sn 2) 

e os inibidores MAFP e o BEL.  
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3 MÉTODOS: 

 

 

3.1- Coleta das amostras – 

 

 

Para a separação das plaquetas foram coletados de cada indivíduo 

saudável 40mL de sangue venoso com anticoagulante citrato de sódio. 

 

 

Soluções de uso: 

1- ACD-NH–Formol-A: consiste de uma solução de citrato modificado, 

contendo glicose, acido cítrico, citrato de sódio em água ultrapura. 

2- Solução de Lavagem: 30mL de citrato de sódio 0,1M; 3,3µL de cloreto de 

potássio 0,155M; 1mL de cloreto de magnésio 0,1M; 1,5mL de glicose 

0,33M; 2,5mL de apyrase 20 Unidades/mL; 0,25mL de albumina 200mg/mL; 

2mL de cloreto de cálcio 0,1M e  59,45mL de cloreto de sódio 0,9%. 

3- Tris-sacarose pH 7,4 

Tris 50mM pH 7,4, sacarose 233mM em água ultrapura. 
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4- Substrato radioativo estoque (Phosphatidylcholine, L-α-1 palmitoyl-2-

arachidonyl-[arachidonyl-1-14C] 50µCi e L-3 Phosphatidylcholine,1-palmitoyl-

2-[palmitoyl-1-14C] 50µCi → Diluir os radioativos em tolueno:etanol:BHT 

(1:10, v/v). Aliquotar a solução estoque do radioativo em frascos de vidro e 

armazená-los em freezer –20ºC. Para uso, evaporar em fluxo de nitrogênio 

12µL da solução estoque por tubo e reconstituir com 150µL de albumina 

humana (0,3mg/mL) diluída em água ultrapura. A solução deve ser 

homogeneizada em sonicador e mantida em gelo até o uso. 

5- Solução de parada: 

 Ácido clorídrico : Isopropanol (1:11,67, v/v) 

 

 

3.2 Separação e lavagem das Plaquetas: 

 

 

Foram coletados 40 mL de sangue em quatro tubos com capacidade 

de 10 mL, contendo anticoagulante citrato de sódio 0,106 mol/L. Em cada 

tubo adicionou-se 1 mL de ACD-NH. Os tubos foram homogeneizados 

delicadamente por inversão e centrifugados durante 15 minutos a 1600 rpm 

a 20ºC. A seguir, os sobrenadantes (Plasma Rico em Plaquetas - PRP) 

foram transferidos para outro tubo com capacidade de 50 mL (tipo falcon) e 
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o pH ajustado para 6,5 com ACD-NH. O PRP foi, então, transferido para 4 

tubos de poliestireno (4 a 5 mL/tubo) e centrifugados durante 10 minutos a 

2400 rpm à 20ºC. O sobrenadante foi removido cuidadosamente por 

inversão, e ao pellet adicionou-se 2,5 mL de solução de lavagem. 

Após descanso de 10 minutos, as plaquetas foram homogeneizadas 

cuidadosamente com uma pipeta Pasteur até total diluição e então se 

adicionou mais 2,5 mL de solução de lavagem. A mistura foi centrifugada por 

8 minutos a 2400 rpm, o sobrenadante foi removido cuidadosamente, e o 

“pellet” foi ressuspendido com 0,5 mL de tris-sacarose, homogeneizando 

com a pipeta. As plaquetas em tris-sacarose foram armazenadas em 4 

criotubos com 0,5 mL e mantidas em freezer –70ºC para posterior 

determinação da concentração de proteínas e atividade da PLA2. 

 

 

3.3 Determinação de proteínas 

 

 

As proteínas foram quantificadas utilizando o kit  Bio-Rad DC Protein 

assay (Bio-Rad Hercules, CA) que é um ensaio colorimétrico para a 

deteminação de proteínas, baseado no método de Lowry  (Lowry et al., 

1951), modificado para ser compatível com detergentes utilizados no 

preparo da amostra. O ensaio consiste na reação de proteínas com uma 
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solução alcalina de tartarato de cobre (Reagente A) e com o reagente de 

Folin (1,2-naphthoquinone-4-sulfonate) (Reagente B). Como no ensaio de 

Lowry, existem duas etapas que levam ao desenvolvimento da cor: a reação 

entre proteínas e o cobre em um meio alcalino, e a subseqüente ligação do 

reagente de Folin às proteínas tratadas com cobre (Lowry et al., 1951). 

Quando o reagente de Folin liga-se a essas proteínas, ele é reduzido pela 

perda de 1, 2 ou 3 átomos de oxigênio, e muda a cor do amarelo para um 

azul característico, cuja absorbância é lida entre 405 e 750 nm 

(Peterson,1979). 

Para a determinação das proteínas totais, foi utilizado uma curva 

padrão de proteínas utilizando-se albumina de soro bovino (bovine serum 

albumin ou BSA; Sigma-Aldrich), nas seguintes concentrações: 0,1 mg/mL, 

0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,5 mg/mL. 

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 poços (em temperatura 

ambiente), onde foi pipetado 25 �L do Reagente A, 5 �L do padrão de 

proteínas de BSA nas seis diferentes concentrações ou 5 �L  das amostras 

ou branco (tris-sacarose) e 200 �L do Reagente B. Após incubação de 15 

min em temperatura ambiente em um Agitador de placas (Wallac- 

PerkinElmer, Boston, MA), as absorbâncias das amostras foram lidas em um 

Leitor de microplacas (Spectracount; Packard, Meriden, CT) a 680 nm. 

Todas as determinações dos níveis de proteínas foram realizadas em 

triplicatas. 
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3.4 Determinação da Atividade da PLA2 

 

 

O método utilizado para determinar a atividade da PLA2 foi o rádio-

enzimático, descrito previamente (Flesch et al., 1985; Gattaz et al., 1995). 

Os substratos da enzima utilizados foram o L-a-1-palmitoil-2-araquidonil-

fosfatidilcolina marcada com [1-14C] na cauda araquidonil na posição sn-2 

(araquidonil-1- 14C-PC) (PerkinElmer, Boston, MA) e o L-3-

Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-14C]palmitoyl. Neste ensaio, o [1-14C]-

ácido graxo, ligado à posição sn-2 da fosfatidilcolina, é clivado pela PLA2 e 

extraído. A radioatividade do [1-14C]-ácido graxo liberado é medida em um 

contador de cintilação líquida e utilizada para calcular a atividade da PLA2. 

Esse método pode ser utilizado para diversas amostras, como 

homogenato de tecido cerebral, cultura de células ou, como neste estudo, 

para plaquetas.Para o preparo da amostra é imprescindível utilizar um 

tampão de lise (tris-sacarose) para romper as membranas e, assim, permitir 

a incorporação do substrato marcado aos fragmentos de membrana. É 

necessário também  adicionar um tampão para formar lipossomos (Tris-HCl 

50 mM) para simular um ambiente celular, unindo os fragmentos de 

membranas contendo o substrato marcado. Para se formar lipossomos, é 

importante  agitar e sonicar o substrato fosfolipídico em meio aquoso (figura 

7).  
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Figura 7:: Mecanismo de formação de vesículas lípídicas – Lipossomas: finas 
camadas lipídicas são hidratadas formando pilhas da bicamada lipídica fluida e 
inchadas. Durante a agitação, formam-se, então, as grandes vesículas 
multilamelares (GVM), as quais permitem interação da água com os hidratos de 
carbono centrais da bicamada. Uma vez formadas, a redução do tamanho dessas 
partículas requer energia, ou na forma de energia ultrasônica (sonicação) formando 
as vesicúlas unilamelares pequenas (VUP), ou energia mecânica (extrusão). Fonte: 
www.avantilipids.com/PreparationOfLipossomes.html 
 

 

3.4.1 Ensaio radioenzimático 

 

 

 Esse método foi o procedimento básico comum a todos os ensaios  

(curvas de proteína, curvas de substratos, curvas de Ca2+, EDTA, BEL e 

MAFP). 
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As amostras previamente armazenadas em freezer –70ºC foram 

descongeladas e mantidas sob gelo. Após determinação dos níveis de 

proteínas, foi pipetado um volume de cada amostra, necessário para obter 

uma concentração de proteína de 0,2 mg/mL. O volume da amostra foi 

completado para 400 µL de Tris-sacarose pH 7,4 (tampão de lise) e 

adicionou-se 600 µL de Tris 50 mM pH 8,5. A amostra referente ao branco 

continha 400 µL de Tris-Sacarose pH 7,4 e 600 µL de Tris 50mM. Cada 

amostra foi realizada em triplicata. Após homogeneização foi pipetado em 

cada tubo: 100 µL de tampão/ CaCl2/ EDTA/ MAFP/ BEL, 50 µL de Tris-HCl 

1,0 M, 200 µL da amostra diluída (ou do branco) e 150 µL (0,06 µCi) do 

substrato radioativo. 

Homogeneizou-se novamente e a mistura foi incubada por 30 min 

(exceto para curva de tempo de incubação) a 37 ºC em banho-maria sob 

agitação. Após a incubação, as amostras foram colocadas imediatamente 

em banho de gelo e foram adicionados 700 µL de solução de parada, para 

interromper a reação. Em seguida as amostras foram levadas à temperatura 

ambiente e após 10 min de repouso, adicionou-se 700 µL de  n-heptano, 

para extração do acido graxo marcado através de agitação rigorosa em 

vórtex por 30 seg. A mistura foi então, centrifugada a 4000 rpm por 10 min a 

temperatura ambiente. Transferiu-se 500 µL da fase orgânica para tubos 

contendo 60mg de sílica gel e 300 µL de n-heptano para reter os fosfolípides 

e centrifugou-se novamente a 4000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. 

Transferiu-se 500 µL do sobrenadante para tubos contendo 6,0 mL de 
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líquido de cintilação e após homogeneização, colocou-se para contar em um 

contador de cintilação líquida (Tri-Carb 2100 TR) na seguinte ordem: Branco, 

100 % (somente o substrato marcado) e amostras. Os resultados foram 

fornecidos em CPM, e então, corrigidos para pmol/mg de proteína/min 

utilizando a seguinte fórmula: 

Atividade da PLA2 (pMol/mg prot/min)=CPM x 25/ A x 0,988 x 2,22 x B 

Sendo, CPM = contagens por minuto; 25 = fator de ajuste para 2 mg de 

proteína (2 mg/0,04 mg concentração final de proteína); A = atividade 

específica do radioativo em mCi/mMol; B = tempo de incubação em minutos; 

0,988 = Eficiência do equipamento. 

 

 

3.4.2 Ensaios de otimização da atividade da PLA2 

 

 

Todos esses ensaios seguiram o procedimento descrito no item 3.4.1. 

com exceção das variáveis a serem investigadas. Foram construídas curvas 

de atividade da PLA2 em função da concentração de substrato PC14C (0,03, 

0,045, 0,06 e 0,075µCi/mL); da concentração de proteína  (0,1, 0,2, 0,3, 0,4 

e 0,5 mg/mL); concentração de Ca2+ (100 e 300 nM; 1,0, 3,0 10, 30 e 

100µM; 1,0 e 5,0 mM); da concentração de EDTA (500 µM, 1,0 e 5,0 mM); 
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da concentração de MAFP (1,0, 3,0, 10, 30, 100 e 300µM, 1,0 e 3,0 mM) e 

da concentração de BEL (100 e 300,500, 700 nM; 1,0, 3,0, 5,0, 7,0, 10, 15, 

20, 30, 40, 50, 70, 100, 150,200, 300, 400 e 500 µM). 

 

 

3.4.3 Caracterização das diferentes formas de PLA2 

 

 

Para a diferenciação dos grupos de PLA2 presentes nas plaquetas 

foram realizados ensaios com substratos de preferência para cada uma. 

Para determinação da atividade das PLA2 dependentes de cálcio as 

amostras foram incubadas com L-a-1-palmitoil-2-araquidonil-fosfatidilcolina 

marcada com [1-14C] na cauda araquidonil na posição sn-2 (araquidonil-1- 

14C-PC), além das concentrações ideais de Ca+2 (100µM para as PLA2 

intracelulares e 5mM para as extracelulares). A atividade das PLA2 

independente de cálcio foi determinada utilizando como substrato o L-3-

Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-14C]palmitoyl, na presença do quelante 

de cálcio EDTA (2,5mM). 

 

 

 

 



 44

4. RESULTADOS 

 

 

4.1- Otimização do método para determinação da atividade da PLA2 em 

plaquetas: 

 

 

Para a otimização foram utilizadas plaquetas de indivíduos controles 

saudáveis. As plaquetas foram preparadas conforme descrito no item 3.2. 

 

 

4.1.1 Determinação da concentração de  proteína 

 

 

Nesse ensaio determinou-se a concentração ideal de proteína para 

melhor aproveitamento do substrato, levando-se em conta o volume obtido 

das amostras. Foram realizados ensaios utilizando o substrato 

Phosphatidylcholine, L-α-1 palmitoyl-2-arachidonyl-[arachidonyl-1-14C] com 

concentrações crescentes de proteína em uma faixa de 0,1 a 0,5mg/mL. 

Conforme ilustra a figura 8 pode se observar que com 0,2mg/mL obteve-se a 

saturação do substrato. 
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Tabela 2: Atividade média da PLA2 (pMol.mg/min.) em relação à 
proteína 

Concentração de 

Proteína 

Atividade 

 média 

0,1mg/mL 10,85±2,24 

0,2mg/mL 16,91±1,56 

0,3mg/mL 16,98±0,80 

0,4mg/mL 17,59±0,61 

0,5mg/mL 16,26±0,92 
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Figura 8: Curva da atividade da PLA2 em função da concentração de proteínas. 
Dados obtidos a partir de 3 ensaios 
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4.1.2- Determinação da concentração de substrato 

 

 

Baseados na concentração de 0,2mg/mL de proteína, foram testados 

diferentes concentrações do substrato Phosphatidylcholine, L-α-1 palmitoyl-

2-arachidonyl-[arachidonyl-1-14C]. Obteve-se a atividade máxima com 9µL 

(0,045 µCi) do substrato (figura 9), mas optamos por  utilizar 12µL (0,06µCi) 

por esperarmos atividade aumentada no estudo de alguns dos transtornos, 

nos quais o método será aplicado.  

 

 

Tabela 3: Atividade média da PLA2 (pMol.mg/min) em relação ao 
substrato 

Volume substrato 

Atividade 

Média 

6 uL (0,03µCi) 6,70±0,33 

9uL (0,045µCi) 15,19±3,68 

12 uL (0,06µCi) 15,15±3,61 

15 uL (0,075µCi) 13,30±1,90 
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Figura 9: curva de atividade da PLA2 em relação à concentração do substrato. 
Dados obtidos em 2 ensaios 
 

 

4.1.3 Ensaio para determinação ideal de Cálcio 

 

 

Foram realizadas curvas com diferentes concentrações de Cálcio e 

EDTA sendo que nas concentrações micromolares, ideal para a atividade da 

cPLA2, obteve-se uma atividade maior com 100µM de CaCl2. A 

concentração ótima para as PLA2 extracelulares (sPLA2) foi 5mM de CaCl2. 

Esses ensaios foram realizados conforme descrito no item 3.4.1, utilizando 

como substrato a Phosphatidylcholine, L-α-1 palmitoyl-2-arachidonyl-

[arachidonyl-1-14C]. Com esse substrato, ao quelar o cálcio com EDTA, não 

conseguimos medir com precisão a atividade da PLA2GVI (iPLA2) como 

mostra a figura 10. As concentrações de cálcio e EDTA foram ajustadas para 

apresentarem as concentrações finais listadas na tabela 4, para tanto, foram 
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dosadas as quantidades de cálcio endógeno presentes nas plaquetas, as 

quais apresentaram valores indetectáveis de cálcio total ou iônico. Ainda 

assim, realizamos uma curva com EDTA,(figura 11), para verificarmos se as 

concentrações utilizadas eram suficientes para quelar o cálcio endógeno 

(concentrações muito baixas) e o cálcio presente em alguns tampões (por 

exemplo, Tris), estes testes confirmaram que o ensaio não é específico para 

medir a atividade da iPLA2. 

 

 

Tabela 4: Atividade média da PLA2 com diferentes concentrações de 
Cálcio e EDTA 

Concentração de 

cálcio e EDTA 

Atividade 

média 

450uM EDTA 0,23±0,09 

1mM EDTA 0,19±0,27 

100nM CaCl2 2,13±3,00 

250nM CaCl2 3,57±0,09 

500nM CaCl2 3,80±0,30 

1uM CaCl2 4,39±0,67 

10uM CaCl2 4,86±0,42 

100uM CaCl2 6,13±0,49 

1mM CaCl2 9,74±2,00 

5mM CaCl2 13,68±0,59 
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Tabela 5: Atividade média da PLa2 com diferentes concentrações de 
EDTA 

Concentração de 

EDTA 

Atividade 

Média 

5mM EDTA 0,15±0,21 

1mM EDTA 0,49±0,23 

500uM EDTA 0,84±0,83 

Calcio 5mM 17,24±0,18 
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Figura 10: Curva da atividade da PLA2 com relação à concentração de 
cálcio. Dados de 2 ensaios 
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Figura 11: Curva da atividade da PLA2 em relação à concentração de 
EDTA. 
 

 

4.2 Estudos de inibição da PLA2  em plaquetas 

 

 

Foram utilizados dois inibidores: O BEL e o MAFP sendo que esse 

último em duas formas de apresentação, liofilizado e em solução de metil 

acetato. 

 

 

4.2.1- Ensaios para verificar eficiência e especificidade do MAFP em 

plaquetas 

 

 

O MAFP é descrito como inibidor das PLA2 GIV e GVI (iPLA2 e 

cPLA2). Como não houve sensibilidade para determinar a atividade da iPLA2, 
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foram construídas curvas para estabelecer a concentração ideal para 

produzir inibição total das cPLA2s. Conforme mostra a figura 12.  

Após determinação da concentração onde houve saturação, foram 

realizados ensaios onde foi fixada a concentração de MAFP (100 µM), e 

variou-se a concentração de cálcio para confirmar a especificidade do 

MAFP, verificando se a inibição ocorreria somente nas concentrações 

micromolares, ideais para cPLA2 ou, se em concentrações milimolares, 

ideais para sPLA2 também haveria inibição (figura 13).Verificamos que a 

inibição ocorre nas duas condições (destaque nas figuras 13 e 14), 

mostrando que em amostras onde existe concomitância de diferentes grupos 

da PLA2 o MAFP não é específico. Esses ensaios foram realizados 

utilizando o MAFP liofilizado, reconstituído com DMSO e salina. Ao utilizar o 

MAFP em solução de metil acetato verificou-se o mesmo comportamento 

conforme demonstrado na figura 15. 
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Tabela 6: Inibição da PLA2 com MAFP 

[MAFP] [MAFP] log[MAFP] 

Ativ media PLA2  

(pMol/mg prot/min) 

%Ativ 

PLA2 

Sem MAFP 1,00E-07 7,00 15,11 100 

1uM MAFP 1,00E-06 6,00 5,08 33,6 

3uM MAFP 3,00E-06 5,52 1,86 12,3 

10uM MAFP 1,00E-05 5,00 1,92 12,7 

30uM MAFP 3,00E-05 4,52 1,21 8 

100uM MAFP 1,00E-04 4,00 1,15 7,6 

300uM MAFP 3,00E-04 3,52 1,05 6,9 

1mM MAFP 1,00E-03 3,00 0,97 6,4 

3mM MAFP 3,00E-03 2,52 1,02 6,7 
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Figura 12 Curva de inibição da atividade da PLA2 com MAFP. Ensaio 
realizado com 3 amostras 
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Figura 13: Curva de Cálcio com e sem o inibidor MAFP. Média da 
atividade da PLA2  de 3 ensaios com 7 amostras, utilizando 100µM de MAFP. 
As setas indicam que houve inibição tanto de cPLA2 como de sPLA2.  
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Figura 14: Porcentagem de inibição da atividade da PLA2 com MAFP, 
em relação à concentração de cálcio no ensaio. As setas indicam as 
condições ideais para as cPLA2 e sPLA2 (100µM e 5mM de CaCl2, 
respectivamente). 
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Figura 15: inibição da atividade das PLA2 dependentes de cálcio frente ao 
MAFP em solução de metil acetato 
 

 

4.2.2- Eficiência e especificidade do Bromoenol Lactone (BEL) em 

plaquetas 

 

 

Foram realizados ensaios utilizando concentração fixa de BEL 

(300µM) com diferentes concentrações de cálcio (100nM, 1,0, 10 e 100µM e 

5mM) e também com EDTA 2,5mM (mesmo o método não sendo ideal para 

essa condição) com objetivo de verificar a especificidade do BEL em relação 

aos diferentes grupos da enzima presente nas plaquetas (sPLA2, cPLA2, e 

iPLA2) (figura 16). 
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Tabela 7: Média das atividades da PLA2 na presença e na ausência de 
BEL 

[cálcio] 

Atividade média 

da PLA2   

Atividade média 

da PLA2 C/ BEL 

EDTA 1mM 1,47±1,54 0,54±0,76 

100nM 6,15±3,53 4,96±1,90 

1uM 4,02±0,33 2,14±1,13 

10uM 5,48±1,05 3,17±1,41 

100uM 6,67±0,43 2,80±0,51 

5mM 15,72±0,57 3,91±0,95 

 

Curva de Cálcio e BEL

0

4

8

12

16

20

EDTA
1mM

CaCl2
100nM

CaCl2
1µM

CaCl2
10µM

CaCl2
100µM

CaCl2
5mM

[cálcio e EDTA]

A
tiv

id
ad

e 
 P

LA
2 

Ca2+

Ca2+ e BEL
 

Figura 16: Atividade da PLA2 em diferentes concentrações de cálcio na 
presença e na ausência de BEL. 
 

 

Conforme observado nos resultados apresentados acima, com a 

adição de BEL ocorreu uma inibição da atividade da PLA2 em condições 
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consideradas ideais para todos os grupos de PLA2. Foi investigado, então, 

se existiriam concentrações específicas de BEL, para inibir cada grupo 

isoladamente, apresentando sítios de ligação distintos com IC50 específico 

para cPLA2 , iPLA2 e sPLA2. Foram construídas curvas com a adição de 

diferentes concentrações de BEL (100, 300, 500 e 700nM, 1, 3, 5, 7, 10, 15, 

20, 30, 40, 50, 70, 100, 150, 200, 300, 400 e 500µM) totalizando 21 pontos 

(figura 17).  

O melhor resultado para essa análise foi a equação com um sitio de 

ligação, que apresentou IC50 = 103,5µM e um R2= 0,9881, mostrando, 

assim, que em ensaios não específicos para iPLA2 o BEL também inibe 

outros grupos de PLA2. 
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Figura 17: Curva de inibição com BEL 
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4.3 Otimização do método para determinar atividade da PLA2GVI em 

plaquetas 

 

 

Visto que utilizando Phosphatidylcholine, L-α-1 palmitoyl-2-

arachidonyl-[arachidonyl-1-14C] como substrato, não houve especificidade 

para medir a atividade da iPLA2 nas plaquetas, mesmo na ausência de 

cálcio, ou seja, com a adição de EDTA 2,5mM, optou-se por utilizar um 

substrato com o ácido palmítico na posição sn-2, já que as iPLA2 têm 

preferência em clivar esse ácido graxo. O substrato utilizado foi o L-3-

Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-14C]palmitoyl. Foram construídas, em 

paralelo, uma curva utilizando o substrato Phosphatidylcholine, L-α-1 

palmitoyl-2-arachidonyl-[arachidonyl-1-14C] e outra utilizando o novo 

substrato L-3-Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-14C]palmitoyl, ambas 

com duas amostras e nas condições ideais para cPLA2 (100 µM de CaCl2), 

sPLA2 (5mM de CaCl2) e iPLA2 (EDTA - ausência de Ca+2).(figura 18). 

Foram testadas, também, a inibição com MAFP e com BEL, a fim de 

verificar, se nestas condições a inibição seria mais específica (figura 19 e 

20).  

Com relação à iPLA2, o novo substrato mostrou-se mais específico e 

sensível permitindo estabelecer um método ótimo para determinar a sua 

atividade. Para as PLA2 dependentes de Cálcio (cPLA2 e sPLA2) não houve 

especificidade ao substrato mostrando que o ácido araquidônico na posição 

sn-2 é o melhor substrato para essas  formas da enzima. 
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Tabela 8: Dados comparativos da Atividade da PLA2 frente a dois 
substratos 

[Cálcio e EDTA] 

Atividade PC-

AA 

Atividade 

PC-palmitoyl 

EDTA am1 0,06 3,88±0,04 

EDTA am2 0 2,08±0,04 

Cacl2 100uM am1 6,07 2,91±0,33 

Cacl2 100uM am 2 8,22 0,45±0,63 

Cacl2 5mM am 1 9,3 3,33±0,09 

Cacl2 5mM am 2 8,5 0,46±0,65 
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Figura 18: Atividade da PLA2 frente  aos dois  substratos: 
Phosphatidylcholine, L-α-1 palmitoyl-2-arachidonyl-[arachidonyl-1-14C] e L-3-
Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-14C]palmitoyl 
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Figura 19: inibição da PLA2GVI frente ao MAFP, utilizando o substrato 

PC-palmitoyl. Resultado de 2 ensaios com 2 amostras. 
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Figura 20: inibição da PLA2GVI frente ao BEL, utilizando o substrato PC-
palmitoyl. 
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5.DISCUSSÃO 

 

 

 Uma das grandes dificuldades da área de estudo que hoje se 

denomina Lipidômica, é a separação e identificação dos fosfolípides. Mesmo 

com o  avanço das diversas tecnologias empregadas para essa finalidade, o 

fato de moléculas lipídicas idênticas ou muito parecidas possuírem 

propriedades funcionais diversas, faz com que seja necessário elucidar e 

quantificar os seus precursores, produtos e as enzimas responsáveis pelo 

seu metabolismo. O fato de se utilizar amostras biológicas complexas como 

homogenato de tecido cerebral, cultura de células, ou plaquetas sem dúvida, 

dificulta ainda mais esses estudos. Todavia, o estudo do metabolismo dos 

fosfolípides através da determinação da atividade enzimática da PLA2, é de  

interesse em inúmeras doenças. As plaquetas estão entre as diversas 

células utilizadas para determinar, in vitro, a atividade da PLA2. Essas 

células vêm sendo utilizadas como modelos periféricos de neurônios devido 

às suas similaridades (Padovani et al., 2001; Owens, 1994; Bush, 1998; Di 

Luca et al., 2002).  

Alguns testes de padronização previamente definidos pelo nosso 

grupo tanto para tecido cerebral humano e de rato como para plaquetas, 

foram mantidos. Entre esses, estão o tempo de incubação, onde se manteve 

o tempo de 30 minutos e o pH de 7,5 (Gattaz et al., 2004; Schaeffer e 

Gattaz, 2005). 
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Ao padronizar a quantidade de proteína obteve-se um melhor 

aproveitamento do substrato utilizando 0,2mg/mL de proteína conforme 

demonstrado na figura 8. Ao contrário de outras matrizes como tecido 

cerebral, a quantidade de proteínas necessárias em plaquetas para obter a 

atividade máxima é menor – 1,5mg/mL para tecido cerebral (Schaeffer e 

Gattaz, 2005) – indicando uma maior expressão da enzima em plaquetas. 

Porém deve-se levar em conta que células responsáveis por respostas 

inflamatórias, como as plaquetas, armazenam em seus grânulos grandes 

quantidades de sPLA2 e que ao serem ativadas elas são prontamente 

liberadas (Kudo e Murakami, 2002). As sPLA2 estão envolvidas com 

mecanismos de defesa e, segundo nossos achados, respondem por mais de 

50% da atividade total das PLA2 em plaquetas. 

Com relação à concentração de substrato, apesar de haver saturação 

a partir de 9µL (0,045µCi), a concentração de 12 µL (0,06µCi), anteriormente 

definida por nosso grupo, foi mantida. Isso porque em pacientes portadores 

de desordem neuropsiquiátrica, como esquizofrenia e epilepsia, por 

exemplo, onde a atividade da PLA2 está aumentada, uma quantidade maior 

de substrato permite uma melhor diferenciação entre pacientes e indivíduos 

sadios (Gattaz et al. 1987, 1990, 1995a; Tavares et al., 2003; Noponen et al., 

1993; Ross et al., 1997, 1999; Bazan, 1998; Yao et al., 2000).  

Usando como substrato fosfatidilcolina com ácido araquidônico 

marcado com 14C, encontramos que as concentrações ótimas de cálcio para 

obtermos as maiores atividades da PLA2 foram 100µM (nas concentrações 
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micromolares) e 5mM (nas concentrações milimolares), mostrando que 

plaquetas expressam pelo menos uma PLA2 de cada um dos grupos de 

PLA2 dependentes de cálcio, ou seja, cPLA2 e sPLA2, respectivamente. Esse 

achado está de acordo com estudos de caracterização dos diferentes grupos 

de PLA2 com relação ao requerimento de cálcio  (Kudo e Murakami, 2002; 

Taketo, 2002).  

Na ausência de íons cálcio, ou seja, na presença do EDTA, ainda 

empregando como substrato fosfatidilcolina com ácido araquidônico 

marcado com 14C, a atividade da PLA2 encontrada foi muito baixa e o 

método não mostrou sensibilidade bastante para detectá-la. De fato, alguns 

trabalhos sugerem que em plaquetas a atividade da PLA2 independente de 

cálcio (iPLA2) é muito baixa ou inexistente (Kramer, 1993). Uma explicação 

para essa baixa atividade é que a dependência de íons cálcio para 

esterificação do ácido araquidônico dos fosfolípides é variada nas diferentes 

células. Nos neutrófilos, por exemplo, a esterificação não é afetada pelo 

Ca2+, porém em plaquetas ela é fortemente dependente de cálcio extra e 

intracelular (Daniele JJ et al., 1999). Nessas condições, a ausência de cálcio 

torna o ensaio inespecífico para determinar a atividade das iPLA2. Portanto, 

para a determinação da atividade das PLA2 independentes de cálcio, fez-se 

necessário o emprego de um substrato mais específico para essa forma da 

enzima. Ao escolher o melhor substrato para as iPLA2, deve-se levar em 

conta que as mesmas hidrolisam os ácidos graxos da posição sn-2 dos 

fosfolípides com a seguinte ordem de preferência: ácido linoleico > ácido 

palmítico > ácido oleico > ácido araquidônico (Farooqui et al., 2004), ou seja, 
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existe uma preferência maior sobre outros ácidos graxos do que sobre o 

ácido araquidônico. De fato, alguns autores sugerem o emprego do L-3-

Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-14C]palmitoyl como substrato para 

determinar a atividade das iPLA2. Os resultados obtidos com a utilização 

desse substrato no presente estudo mostraram que a especificidade a esse 

ácido graxo é maior, tornando o método mais sensível para a determinação 

da atividade da iPLA2.  

 Vale salientar a importância da detecção desta forma da enzima, visto 

que em estudos com tecido cerebral de ratos e de humanos, a iPLA2 foi o 

grupo predominante, respondendo por 85% da atividade da enzima 

(Schaeffer e Gattaz, 2005; Jardim, 2005). Na verdade, na maioria das 

células não circulantes como miócitos cardíacos, ilhotas pancreáticas e 

células da musculatura vascular, a iPLA2 é o grupo de enzima predominante. 

Nessas células ocorre uma inibição da atividade enzimática na presença de 

íons cálcio, e um aumento da atividade na ausência desses íons. Esse 

mecanismo de regulação é devido a uma proteína identificada como 

calmodulina (CaM), a qual é responsável por modular a atividade da 

PLA2GVIA-2 (Wolf e Gross, 1996). Através de uma análise mais detalhada 

da interação da PLA2GVIA-2 com a CaM, foi demonstrada a formação de um 

complexo ternário cataliticamente inativo, CaM-Ca2+-iPLA2, que poderia ser 

reversivelmente dissociado após a quelação de todo Ca2+ com EGTA, 

fazendo com que as PLA2GVIA-2 voltassem a ter sua atividade catalítica 

total (Wolf et al., 1997; Jenkins et al., 2001). Com base nesses estudos, 
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pode-se dizer que em plaquetas não existe esse mecanismo de regulação 

pela CaM, já que na ausência de cálcio não houve aumento de atividade.  

O emprego do L-3-Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-14C]palmitoyl 

como substrato para determinar a atividade da PLA2 não apresentou 

resultados satisfatórios para a atividade das PLA2 dependentes de cálcio, 

mesmo quando realizados sob condições ideais para esses grupos, ou seja, 

100�M de CaCl2 para as cPLA2 e 5 mM de CaCl2 para as sPLA2, 

demonstrando assim a preferência desses grupos de PLA2 em hidrolisar o 

ácido araquidônico na posição sn-2 dos fosfolípides. De fato, as cPLA2 

apresentam seletividade vinte vezes maior em hidrolisar o ácido 

araquidônico em relação ao ácido palmítico na posição sn-2 dos fosfolípides 

(Kudo e Murakami, 2002; Farooqui, 2004; Taketo, 2002; Leslie, 2004). As 

sPLA2, apesar de não apresentarem preferência por nenhum ácido graxo na 

posição sn-2 e de tenderem a agir preferencialmente sobre fosfolípides 

aniônicos como PG (fosfatidilglicerol), PE e PS ao invés de fosfolípides 

aniônicos como PC, estão envolvidas na liberação de ácido araquidônico 

através de diferentes mecanismos (Sun, 2004; Kudo e Murakami, 2002).  

A inibição da atividade da PLA2 é uma área de grande interesse não 

só pela necessidade de elucidar as funções de determinado grupo da 

enzima ou sua ocorrência em determinado grupo de células, mas também 

porque inibidores específicos para cada grupo seriam de potencial 

importância para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento das 

inflamações, stress oxidativo e talvez de algumas doenças 
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neuropsiquiátricas, como a esquizofrenia, a epilepsia e a doença de 

Parkinson. 

Os testes de inibição foram realizados utilizando os inibidores Methyl 

Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP) e o Bromoenol Lactone (BEL). O 

MAFP é um potente e irreversível inibidor da cPLA2 e da iPLA2, isso porque 

os dois grupos da enzima apresentam mecanismos catalíticos similares e 

aparentemente usam uma serina central para catálise; o MAFP possui uma 

cauda araquidonil ligada ao grupamento reativo serina (Balsinde et al., 

1999). MAFP não tem efeito sobre as sPLA2, já que o centro catalítico desse 

grupo de enzimas é um grupamento histidina. 

 

 
Methyl Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP) 

Figura 21: Estrutura química do MAFP 

 

Todavia, os ensaios de inibição com MAFP, além da inibição da 

cPLA2 e iPLA2, ou seja, nas  condições  de ensaio ideais para os dois grupos 

da enzima (100 µM de CaCl2 e fosfatidilcolina com ácido araquidônico 

marcado com 14C para cPLA2, e ausência de cálcio e fosfatidilcolina com  
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ácido palmítico marcado com 14C para iPLA2), houve inibição também da 

sPLA2 (5mM de CaCl2 e fosfatidilcolina com ácido araquidônico marcado 

com 14C) conforme ilustram as figuras 13 e 14. Esses dados sugerem que 

apesar do mecanismo de ação do MAFP ser a interação direta com o sítio 

ativo serina, podem ocorrer mudanças que levariam a interação com outros 

sítios ativos, ou ainda provocando alterações na estrutura do substrato, que 

também levaria a uma inibição não específica (Farooqui et al., 1999). 

Um trabalho recente de Lucas e Dennis (2005), destacou o cuidado 

que se deve ter com a forma comercial dos inibidores, mostrando que o 

MAFP comercializado na forma liofilizada apresenta alto grau de oxidação, 

fazendo com que seu efeito inibitório seja o oposto do esperado, ou seja, 

essa forma de MAFP inibiria as sPLA2, mas não as cPLA2,. O efeito de 

inibição sobre a cPLA2  ocorreria com a forma comercializada em solução de 

metil acetato. Nossos testes com as duas formas do inibidor não 

apresentaram diferenças na forma de inibição; ambos inibiram os diferentes 

grupos de PLA2 (figura 15). Mediante esses resultados, não podemos 

concluir se a forma de apresentação do substrato pode acarretar uma 

inibição inespecífica. Para confirmar esses achados seria necessário utilizar 

grupos isolados e purificados da enzima. 

O BEL é um potente e irreversível inibidor da iPLA2. A inibição com 

BEL é 1000 vezes mais potente e seletiva sobre a iPLA2 do que sobre os 

grupos de PLA2 dependentes de cálcio (cPLA2 e sPLA2) (Hazen et al., 1991; 

Song et al., 2006). Isto é devido ao fato de o BEL ser considerado um 
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substrato suicida para a iPLA2 devido à sua semelhança com 

plasmalógenos, que são substratos para esse grupo da enzima, enquanto 

que as cPLA2, por exemplo, têm preferência em hidrolisar fosfatidilcolina 

(Farooqui, 1999). O BEL foi desenvolvido, a princípio, como um inibidor de 

proteases serinas, todavia, hoje se sabe que ele afeta mais do que um tipo 

de enzima (Song et al., 2006). Estudos recentes com espectrometria de 

massa demonstram que o BEL, ao se ligar a iPLA2, promove a formação de 

um composto enzimático intermediário, a pseudo enzima bromomethyl keto 

acid (BMKA), que por sua vez  possui reatividade suficiente para provocar 

inativação catalítica de outras enzimas que possam estar 

concomitantemente  presentes (Song et al., 2006). 

 

 

Figura 22: Estrutura química do Bromoenol Lactone (BEL) 

 

Em nossos estudos de inibição com o BEL em plaquetas, onde 

confirmadamente estão presentes diferentes grupos de PLA2, não houve 

inibição específica da iPLA2, e sim inibição de todos os grupos de PLA2, nas 
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condições consideradas ideais para cada um. O aumento da concentração 

de BEL realmente pode levar a inibição da cPLA2 e da sPLA2. Porém, 

ocorreram inibições em concentrações baixas e o IC50 foi aproximadamente 

100µM, sugerindo que a inativação da enzima pode ocorrer por outros 

mecanismos como a alquilação pela BMKA. 

Verificamos que em plaquetas, onde diferentes grupos de PLA2 

ocorrem concomitantemente, não é viável construir curvas com 

concentrações crescentes de inibidores a fim de se determinar dois ou mais 

IC50, um para cada grupo da enzima. Esses achados confirmam alguns 

estudos sobre os diferentes mecanismos de ação desses inibidores, os 

quais levariam à inibição de diferentes formas da enzima, ou ainda, em 

concentrações altas interfeririam na integridade do substrato levando a uma 

inibição inespecífica da atividade enzimática (Lucas e Dennis, 2005; 

Farooqui et al., 1999).  

Quando se utilizam condições ideais para determinar a atividade de 

um grupo da PLA2, o uso de inibidores e o conhecimento de seus 

mecanismos de ação são fundamentais para confirmação da presença de 

determinado grupo da enzima. Um exemplo claro é a utilização do BEL para 

confirmar que a atividade encontrada com o novo substrato proposto, ou 

seja, fosfatidilcolina com ácido palmítico marcado com 14C, se devia 

realmente a iPLA2 e não a cPLA2GIVC, que também apresenta atividade 

independente de cálcio. O subgrupo cPLA2GIVC não é inibido pelo BEL 
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(Lucas e Dennis, 2005), portanto, a inibição de 96% da atividade enzimática, 

conforme demonstra a figura 20, confirma a presença da iPLA2. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 Estabeleceu-se um método preciso e sensível para determinar a 

atividade dos diversos grupos de PLA2 presente em plaquetas. 

 A utilização  das propriedades específicas de cada grupo de PLA2, 

bem como, de seus inibidores e ativadores são primordiais para determinar a 

atividade de grupos isolados da enzima. 

 O uso de inibidores, in vitro, com a finalidade de identificar os 

diferentes grupos de PLA2, deve ser feito com cautela, levando-se em conta 

os  mecanismos de ação e as limitações de cada um. Principalmente, 

quando se trata de amostras biológicas complexas, com mais de um grupo 

da enzima presente. Porém, o uso desses inibidores para confirmar a 

presença da enzima é fundamental. 

 As plaquetas, amostra utilizada nesse estudo, expressam  pelo menos 

uma enzima de cada um dos três principais grupos de PLA2 :  sPLA2, cPLA2 

e iPLA2.  Podendo então, ser utilizadas como células periféricas para estudos 

de alterações de atividade da PLA2. 

 As alterações da atividade da PLA2, medidas com o método proposto, 

poderão ser utilizadas  como um. marcador biológico periférico para  

diversas doenças neuropsiquiátricas. 
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