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RESUMO

Talib, LL. Desenvolvimento de métodos para determinacao da atividade
das fracoes da fosfolipase A, em plaquetas [dissertacdo].Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2006. 81p.

A fosfolipase A, (PLA,) € uma enzima chave no metabolismo dos
fosfolipides de membrana e é um dos principais componentes envolvidos
na sinalizagédo celular. Alteragdes da atividade da PLA, tem sido descritas no
cérebro e no sangue (soro, plasma e plaquetas) de pacientes com diversas
doencas neuropsiquiatricas. Neste estudo foi desenvolvido um ensaio
radioenzimatico para detectar em plaquetas, a atividade dos trés principais
grupos de PLA,, que sdo PLA; secretorias ou PLA; extracelular dependente
de Ca®* (sPLA,); PLA; citésélicas dependentes de Ca®* (cPLA,) e as PLA,
intracelulares independentes de Ca®* (iPLA,). Para confirmar a presenca
desses grupos da enzima em plaquetas, algumas variaveis foram testadas,
como as diferencas de preferéncia ao acido graxo como substrato, o
requerimento de calcio e a inibicdo seletiva com os inibidores Bromoenol
lactone (BEL) e o Methyl Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP). Os
resultados obtidos demonstram a presenca dos trés principais grupos de
PLA, (sPLAz, cPLA,, and iPLA2) em plaquetas. Estes achados sugerem o
uso de plaquetas, uma amostra biolégica de facil acesso, como possivel
modelo periférico de neurbnios para o estudo do metabolismo de

fosfolipides.

Descritores: 1.FOSFOLIPASE A 2.FOSFOLIPIDEQOS/metabolismo
3 PLAQUETAS 4. RADIOIMUNOENSAIO/métodos



SUMMARY

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

Phospholipase A (PLAy) is a key-enzyme in the metabolism of membrane
phospholipids and is one of the major components involved in cell signaling.
Alterations of PLA; 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
PLA., which are secretory PLA, or extracellular calcium dependent PLA,
(sPLAy), cytosolic calcium dependent PLA, (cPLA2) and intracellular calcium
independent PLA, (iPLAy). To confirm the presence of these PLA. 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 PLA, (sPLA,,
cPLA,, and iPLA,) 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 INTRODUGCAO

A funcao e a plasticidade do cérebro sao profundamente influenciadas
pelas propriedades fisicoquimicas dos fosfolipides. A membrana neuronal,
como todas as membranas celulares, é formada por uma dupla camada
lipidica (fig 1). Um dos aspectos criticos da participacao dos fosfolipides na
funcdo neuronal é a sua habilidade em modificar as respostas funcionais dos
canais ibnicos, funcdes sinapticas e as cascatas de sinalizacao celular.
Assim, alteracbes no tipo, natureza e organizacdo dos fosfolipides em
membranas celulares especificas podem ocasionar modificacbes das
funcdes das células em determinadas situacdes fisiologicas, ou seja,
alteracées na homeostase lipidica sao fatores importantes para o inicio e

progressao de muitas doencas (Gross et al.,2005).

Os fosfolipides de membrana participam de diversas funcoes
fisioldgicas, tais como: 1) composicao de barreiras para difusdo de ions e
metabdlitos, facilitando as funcdes eletrofisiolégicas através da manutencao
de potencial de membrana apropriado; 2) insercdo de complexos protéicos,
mediadores de transmissdo de sinais elétricos e quimicos, por exemplo,
canais ibnicos, sinapses e receptores e 3) funciona como reservatério de

segundo mensageiros lipidicos de transducéao de sinais (Gross et al.,2005).

A analise das alteragbes na composicao, conteudo, variacao espacial

e vias metabdlicas dos lipides nas células sado importantes areas de



investigacao, as quais tem permitido descobrir novas fung¢des dos lipides em
processos degenerativos, e tem-se tornado conhecido como Lipidémica

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

Lipidbmica compreende a identificacdo e quantificacdo dos lipides
constituintes dos compartimentos e/ou subcompartimentos celulares, suas
mudancas frente a perturbacoes celulares e o estudo das interagdes lipides-
lipides e lipides-proteinas que participam dos processos fisiolégicos e
patofisiol6gicos. (Gross et al.,2005). Neste contexto, um dos pontos de
fundamental importancia é o estudo dos grupos de fosfolipases A, presente
no cérebro, jA que estas enzimas sao responsaveis por algumas das vias

mais importantes no metabolismo dos fosfolipides.

Figura 1 Representacdo de membrana biol6gica - www.people.virginia.edu




1.1- Fosfolipides

Os fosfolipides e moléculas relacionadas compreendem 60% da
porcao nao aquosa do cérebro e em uma propor¢ao até maior dos dendritos
e sinapses; sao 0s maiores constituintes das membranas de células
neuronais e gliais, das membranas de vesiculas sinapticas, do reticulo
endoplasmatico nuclear, das membranas das mitocéndrias e do complexo
de Golgi. Os fosfolipides sdo essenciais para todas as células vivas e,
portanto, mudangas no seu metabolismo podem influenciar um organismo

(Horrobin, 2003).

Esses compostos contém uma molécula de glicerol como componente
basico ao qual um grupo fosfato (POg4) € esterificado no carbono a (sn-3), e
dois acidos graxos sao esterificados nos dois atomos de carbono
remanescentes (posi¢coes sn-1 e sn-2). O glicerol e 0 POy, que € ligado a
uma base (etanolamina, colina, serina, inositol) ou a um atomo de hidrogénio
(acido fosfatidico), formam a cabeca polar (hidrofilica), e os acidos graxos
esterificados formam a cauda apolar (hidrofébica) dos glicerofosfolipides ou
fosfolipides (fig 2). Essa caracteristica anfifilica dos fosfolipides, é que os
induz a permanecerem juntos formando uma bicamada, com a porcéao
hidrofébica voltada para o interior da membrana e a porcao hidrofilica para a
camada externa (Fenton et al., 2000; Peterson e Cummings,2006; Horrobin,

2003).



As principais bases ligadas ao grupo fosfato (PO4) sdo colina,
etanolamina, serina, e inositol, formando os fosfolipides denominados
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) e
fosfatidilinositol (Pl), respectivamente. A fosfatidilcolina, em sua grande
maioria, age como componente estrutural na por¢ao exterior da membrana,
uma pequena parte, originada da conversao da PE através de metilacao, é
que fornece os acidos graxos que estdo envolvidos com a transducao de
sinal. As PEs sao ricas em acidos graxos insaturados o que lhes permite
conferir a membrana maior fluidez e flexibilidade. Fosfatidilserina ¢é
normalmente encontrada na porcdo interna das membranas, somente em
caso de dano celular, em particular, apoptose, ela pode inverter essa
posicao. Fosfatidilinusitol € um componente particularmente importante nos

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

Os acidos graxos podem ser de diferentes tipos dependendo do
tamanho da cadeia de carbono, do nimero de duplas ligagdes, da posicao
dessas duplas ligagdes e da configuracdo dessas duplas ligagdes (cis ou
trans). De uma maneira geral, acidos graxos com maior numero de duplas
ligacdes (insaturados) conferem aos fosfolipides propriedades de angulagao,
flexibilidade e mobilidade. Normalmente, o acido graxo ligado a posigéo sn-1
€ saturado e a posicao sn-2 insaturado, com uma ou mais duplas ligagdes. O
grau de insaturacao dessas moléculas determina o arranjo espacial bem

como a fluidez da membrana (Horrobin, 2003).



Os acidos graxos insaturados sao distribuidos em duas séries:
6mega-3 (n-3) e bmega-6 (n-6), sendo que o numero indica a posicao da
dupla ligacdo. Esses acidos graxos sdo considerados Acidos Graxos
Essenciais (AGE) pois, ndo podem ser sintetizado e devem ser adquiridos
através da dieta. Os principais AGE sao o acido linoléico e o acido alfa
linolénico, sendo que a partir deles pode-se derivar todos os demais AGE.
Porém, essa conversao € muito lenta e ndo supre as necessidades do
organismo. Aproximadamente 20% do peso do cérebro consiste de AGE,
sendo o0 acido araquidénico (AA) - série Omega-6 - e o0 4&cido
docosahexaendico (DHA) - série Omega-3 - responsaveis pela maior parte,
com pequena, porém importante contribuicio do acido adrénico (AdrA),
acido decosapentaendico (DPA), acido dihomogamalinolénico (DGLA) e

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

O conteudo especifico dos acidos graxos essenciais na membrana
pode modificar o funcionamento neuronal e produzir efeitos clinicos através
de dois mecanismos: (1) mudancas no conteudo desses acidos graxos
alteram o micro-ambiente das membranas e, conseqientemente, a estrutura
e funcado de receptores, canais ibnicos e enzimas; (2) os acidos graxos
essenciais contribuem para a regulagao celular por atuar como uma fonte de
precursores para segundos mensageiros na transdugcdo de sinais intra e
inter-celulares, 0 que aumenta sua relevancia para a neurotransmissao

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




A sintese dos fosfolipides se da a partir da ligagcdo dos acidos graxos
as moléculas de carbono do glicerol, pela acao dos sistemas enzimaticos da
aciltransferase e da transacilase que, juntamente com as fosfolipases Az
(PLA>), sao responsaveis pela remodelacao dos fosfolipides, processo que
ocorre durante todo o tempo de vida da membrana celular e é crucial para a

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

1.2 Fosfolipase A,

A fosfolipase A, (PLA2) compreende uma superfamilia de enzimas
que catalisam a hidrolise da posicdo sn-2 dos fosfolipides de membranas
celulares — plasmaticas e subcelulares, levando a producdo de um &cido
graxo livre e lisofosfolipides. Esta reacao é de particular importancia se o
acido graxo esterificado for o acido araquidénico que € precursor de
eicosandides (Fenton et al. 2000; Kudo e Murakami, 2002). Embora o acido
araquidénico possa ser liberado dos fosfolipides por processos que nao
envolvam a PLA,, em muitas células a PLA, é o primeiro sistema enzimatico
que regula a sua liberagdo. Tanto o &cido araquidénico quanto as
prostaglandinas que deles resultam, como os lisofosfolipides liberados pela
PLA,, s&o importantes mediadores na transmissao e no processamento de
sinais neuronais (Piomelli 1993; Bazan et al., 1993), através da modulacao

dos canais ibnicos, atuando como segundos mensageiros, através da



expressdao génica, e da liberagdo e captagdo de neurotransmissores

(Lautens et al., 1998).

1.2.1 Classificacao das fosfolipase A2

Cerca de vinte distintas PLA, de mamiferos foram identificadas e
caracterizadas. Elas estdo divididas em diversos grupos dependendo da sua
estrutura, propriedade enzimatica, localizacdo e fungcao celular: (Six e
Dennis, 2000; Winstead et al., 2000; Kudo e Murakami, 2002; Chakraborti,
2003; Farooqui et al., 2004). Todavia, baseado nas propriedades biol6gicas,
pode-se utilizar uma classificacao simplificada dos trés principais grupos: as
PLA, secretérias ou PLA, extracelular dependente de Ca** (sPLA); PLA,
citésélicas dependentes de Ca®* (cPLA;) e as PLA, intracelulares
independentes de Ca?* (iPLA,). Existem ainda as PAF acetyl hidrolases e as
PLA, Plasmaldgeno seletivas. Todas serao descritas mais detalhadamente a

seqguir.

a) PLA; extracelular dependente de Ca**(sPLA,)

Subdividida em diversos grupos: PLA:GIB, PLAGIIA, PLAGIID,

PLA-GIIE e PLAXGIIF, PLAXGII, PLA.GV, PLA,GX, PLA>GXIIl e PLAGXIII.



As PLA; extracelulares ou secretadas sao muito semelhantes. Essas
enzimas sao caracterizadas por baixo peso molecular (12 — 18 KDa), um
dominio catalitico e um dominio fortemente ligado ao fon Ca*? (célcio loop),
requerimento de Ca®* em concentragdes milimolares e por ndo apresentar
nenhuma seletividade ao acido graxo da posicao sn-2. As sPLA, possuem
ligacdes dissulfetos e um residuo de histidina como grupo catalitico (figura
3). A hidrdlise do substrato é precedida pela ativacdo e orientacdo de uma
molécula de agua através de uma ponte de hidrogénio com o sitio ativo
histidina. Junto a histidina existe um residuo de aspartato, que juntamente
com o sitio de ligacdo ao célcio retém o ion. Membranas ricas em
esfingomielina dificultam a penetracado da sPLA,. A presenca de fosfolipides
oxidaveis nas vesiculas facilta a reacdao das sPLA,. Oxidacdo dos
fosfolipides altera o estado fisiolégico das membranas o qual por sua vez
afeta a suscetibilidade dos residuos de acidos graxos oxigenados e nao
oxigenados para o ataque da sPLA,. As sPLA; estao envolvidas em varios
processos bioldgicos tais como modificacdo na geracao de eicosandides,

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

No cérebro, as sPLA, estdo presentes em todas as regides,
apresentando maior atividade na medula oblongata, hipocampo e cértex e

menor atividade no talamo e hipotalamo (Farooqui et al, 2004).
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Figura 3: Fosfolipase A, humana de liquido sinovial. As esferas representam os
ions Ca*?, os quais sdo requeridos para a atividade catalitica e para o aumento da
integridade estrutural. A figura representa a orientagdo do dominio sobre interacao
com a membrana bioldgica (representada pelo plano). Representado em verde
transparente estdo os estados analogos da molécula lipidica sendo hidrolisadas no
sitio catalitico. Os residuos em azul representam mudancgas de cargas positivas, as
quais sdo importantes para a interagdo interfacial da enzima com a membrana
biologica. Fonte brahms.chem.uic.edu/.figures/pla2_lig.jpg

b) PLA; intracelular citosélica dependente de Ca?** (PLA; grupo IV,

PLA,GIV ou cPLA))

Subdividida em trés grupos: PLAGIVA, PLA,GIVB e PLA,GIVC, com
peso molecular de 85, 110 e 60 KDa, respectivamente. A PLA>GIVA é a

melhor caracterizada até o momento. Essa PLA> consiste de dois dominios
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funcionalmente distintos: (1) dominio de ligacdo a lipides de membrana
dependente de Ca®*" no terminal amino (N-terminal), ou dominio C2 (138
aminodcidos), contendo os residuos de ligacdo de Ca?* e de ligacdo a
membranas; e (2) dominio catalitico independente de Ca?* no terminal
carboxil (C-terminal), contendo os residuos do sitio ativo, representados na
figura 4 (Nalefski et al., 1998). E a Unica PLA; que mostra seletividade
significativa para fosfolipides que possuem &cido araquiddnico na posicao
sn-2, sendo o grau de insaturacao, a posicao da dupla ligacdo e o tamanho
da cadeia do acido graxo na posicdo sn-2 0s responsaveis pela
especificidade da enzima ao substrato. Concentragdes micromolares de
Ca?* ativam a PLA,GIVA, onde o ion permite o deslocamento da enzima até
a vesicula de fosfolipide para a hidrélise interfacial (Kudo e Murakami, 2002).
A PLA-GIVA, por estar presente no citosol, precisa de algo que lhe dé
acesso aos substratos fosfolipidicos, e € devido a isso que ha a necessidade
de ions Ca®". O aumento na concentracdo interna desses fons ocorre pela
mobilizacdo de Ca?* armazenado internamente e ou pelo influxo de Ca®* do
espaco extracelular via canais operados por voltagem ou por receptores
(Hirabayashi e Shimizu, 2000). O dominio C2 isolado da PLA,GIVA humana
mostrou uma seletividade para a ligacao as vesiculas de fosfolipides com
cabeca polar com caracteristicas hidrofobicas (cabeca polar neutra), como
fosfatidilcolina (PC) e fosfatidiletanolamina (PE) (Nalefski e Falke, 1996;

Nalefski et al., 1998).

As PLA.GIVA sao expressas na maioria das células e tecidos,

incluindo plaquetas. Sem duvida, a PLA>-GIVA desempenha um papel
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essencial na liberacdo do acido araquid6nico dos fosfolipides suprindo as
cascatas das ciclo-oxigenases e das lipoxigenases para a producédo de
eicosanoides, além de regular a producao de mediadores derivados de
lisofosfolipides como o fator ativador de plaquetas (PAF). Algumas linhas de
pesquisa tém associado a PLA,GIVA com a regulacdo da apoptose, por
mecanismos pouco conhecidos. Presumivelmente certos produtos da
PLA-GIVA, como eicosandides ou lisofosfolipides, devem secundariamente

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

A PLA.GIVB também esta localizada no citosol, porém, na presenca
de fons Ca®* desloca-se para as membranas. A liberacdo de &cido
araquidénico do substrato  Phosphatidylcholine, L-o-1  palmitoyl-2-
arachidonyl-[arachidonyl-1-'*C] (PC14C) pela PLA,GIVB foi estritamente
dependente de Ca?*, uma vez que nio foi detectada atividade da enzima na
presenca do quelante de Ca*, etileno glicol-bis-(b-amino-etil éter) (EGTA)
(Song et al.,, 1999). Adicionalmente, foi observada uma diminuicdo da
atividade dessa PLA; de 5-10 vezes na presenca de outro quelante de Ca?",
tetra acetato de etilenodiamina (EDTA), em relagcédo a atividade observada na
presenca de Ca?* 1,0 mM (Pickard et al.,1999). Tomados em conjunto, os
achados descritos sugerem que a PLA>,GIVB pode responder a agonistas
que mobilizam Ca?* de maneira similar & PLA,GIVA. A sensibilidade da
PLA,GIVB ao Ca?* é provavelmente devida a uma regido na sua seqiiéncia
de aminodacidos que possui uma semelhanga ao dominio C2 da PLA>GIVA

(Song et al.,1999).
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A PLA>GIVC nao contém o dominio C2 (Underwood et al., 1998;
Pickard et al., 1999) o qual é importante para a ligacdo dependente de Ca?*
da PLA>GIVA as membranas (Nalefski et al., 1994), indicando que a
ativacao da PLA.GIVC é regulada por um mecanismo diferente daquele da
PLA-GIVA, bem como da PLAGIVB. A investigacdo da presenca da
PLA.GIVC humana no sobrenadante ou no “pellet” de membranas de células
de ovario de hamster chinés (CHO) ou de células de insetos Sf9 super
expressando a enzima encontrou que a PLA-GIVC localiza-se na fragéo de
membranas (Underwood et al., 1998; Stewart et al., 2002). A determinacao
do requerimento de Ca®* para a atividade da PLA;GIVC em lisados de
células COS super expressando a enzima, incubados com o substrato
PC14C, na auséncia Ca®** ou na presenca de Ca®** 10 mM, mostrou que a
atividade da enzima ndo é afetada por Ca®* (Underwood et al., 1998). Além
disso, a atividade da PLA,GIVC n&o foi afetada ao quelar o Ca®* por EDTA
(Pickard et al., 1999). Esses achados indicam que a PLAGIVC é uma
enzima independente de Ca®* e é fortemente ligada s membranas. Porém,
pertence ao grupo de enzimas dependentes de Ca®** devido a sua grande
semelhanca estrutural com as PLA., desse grupo, principalmente seu
dominio catalitico, que é bem semelhante ao da PLA>-GIVA (Underwood et

al., 1998).

Em membranas neuronais e em outros sistemas celulares a ativacao
da PLA,GIV e a conseqiente liberacao de acido araquiddnico pode ocorrer
através de diferentes mecanismos de ligagdes com receptores

dopaminérgicos, serotoninérgicos, glutamatérgicos, citoquinas e de fator de
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crescimento. Através dessas ligacdes as diferentes cascatas de sinalizacoes
a PLAGIV é uma importante PLA., para liberacao rapida de &cido
araquiddnico nas células além de modular diversos processos intracelulares

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

Um novo grupo de PLA,GIV foi descrito, a PLA,GIVD, porém ela é
expressa exclusivamente em epitélio escamoso estratificado (pele) e esta
marcadamente aumentada em casos de psoriase. Esta enzima apresenta
grande similaridade e niveis de atividade préximos as PLA>GIVB. Ela nao
mostra especificidade ao acido araquiddnico na posicao sn-2 do substrato,
mas sim ao &cido linoléico. Assim como as PLA>GIVB, as PLAGIVD

apresentam atividade dependente de Ca?* (Sun et al 2004).
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Figura 4. Estrutura da cPLA,. O dominio dependente de calcio (C2) esta
representado em rosa e o dominio catalitico C-terminal em azul. A superficie de
ligacdo a 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) PLA; intracelular independente de Ca®* (PLA,GVI ou iPLAy): Sio
subdivididas em PLA,GVIA e PLA,GVIB.

Essas enzimas sao caracterizadas por peso molecular em torno de 80

kDa e por hidrolisar os acidos graxos da posi¢ao sn-2 dos fosfolipides com a

seguinte ordem de preferéncia: acido linoléico > acido palmitico > &cido

oléico > &cido araquidénico. A PLA,GVI tem uma Unica seqiiéncia de amino

acidos contendo uma lipase e sete ou oito repeticoes ankyrin (Kudo e

Murakami 2002; Farooqui et al, 2004).
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Embora a PLA,GVI ndo tenha muita preferéncia em clivar fosfolipides
com acido araquidénico na posicdo sn-2, estd diretamente envolvida na
regulacao das reacdes de remodelamento de acidos graxos nos fosfolipides
de membranas celulares, entdo deve influenciar a distribuicdo subcelular de
acido araquidbnico entre os diferentes compartimentos, bem como a
quantidade relativa de acido graxo presente em cada compartimento celular

(Balsinde et al., 1999).

A atividade da PLA,GVIA foi determinada no sobrenadante ou no
“‘pellet” de membranas de células COS super expressando a enzima.
PLAGVIA foi incubada com ambos os substratos PC'C e
fosfatidiletanolamina marcada com 'C (PE14C), mostrando niveis de
atividade similares na fragao citosélica de células controles e de células
super expressando a PLA>-GVIA, enquanto que sua atividade na fracao de
membranas de células super expressando a enzima foi 5,5 vezes maior do
que aquela em células controles. Foi observada uma correlagcao entre a
atividade aumentada da PLA,GVIA e a presenca maior da enzima na fracao
de membranas, indicando que a PLA.GVIA é uma proteina ligada a
membranas (Larsson et al., 1999). A determinacgéo do requerimento de Ca?*
para a atividade da PLA>,GVIA humana em lisados de células COS que
super expressam a enzima, incubados com ambos os substratos PC'*C e
PE'C, na auséncia de Ca** ou na presenca de Ca** 5,0 mM, mostrou que a
atividade da enzima foi significativamente maior na auséncia de Ca*

(Larsson et al., 1998).
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Na determinacédo da atividade da PLA,GVIB no sobrenadante ou no
“pellet” de membranas de células Sf9 ou de células COS super expressando
a enzima, foram observados, niveis similares tanto na fragao citosélica de
células controles quanto na de células que super expressam a PLA,GVIB. A
atividade dessa enzima foi detectada predominantemente na fracdo de
membranas. A determinacdo do requerimento de Ca?* para a atividade da
PLA.GVIB humana no “pellet” de membranas de células Sf9 super
expressando a enzima, incubado com PC sintética como substrato, na
auséncia ou na presenca de Ca®*" (variando de 0-10 mM), mostrou que a
atividade da PLA,GVIB foi independente de Ca?* (Mancuso et al., 2000;

Tanaka et al., 2000).

As PLA.s intracelulares parecem contribuir para a patogénese de
doencas neuropsiquiatricas como: esquizofrenia, epilepsia, doenga de
Alzheimer, depressao, esclerose mdltipla, entre outras. Nestas doengas ja
foram descritas alteragées de metabolismo de fosfolipides na membrana

neuronal. (vide abaixo em 1.3.).

d) PAF-acetilhidrolases (plasmaticas): Subdivididas em PLAGVII
(PLAGVIIA e PLA>GVIIB) e PLALGVIII (PLA.GVIIIA e PLAGVIIIB).

Essas enzimas exibem um substrato especifico, sdo as chamadas

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

inativam o mediador lipidico PAF. A degradacdo desses fosfolipides
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bioativos pela PAF-AH pode levar a alteracdo da reacdo inflamatéria e

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

e) PLA; Plasmaldgeno seletiva : PIsEtn-PLA;

Essas enzimas sao caracterizadas por peso molecular em torno de 39
kDa. Elas hidrolisam &cido araquidénico e DHA da posicdo sn-2 dos
plasmaldégenos, um tipo especial de fosfolipides com um vinil éster ligado a
posicdo sn-1 do glicerol, liberando um lisoplasmalégeno. DHA ¢é
metabolizado pelas ciclo-oxigenases e lipoxigenases liberando
docosandides (resolvins, decosatrienos e neuroprotectinas), os quais
possuem propriedades antiinflamatérias e neuroprotetoras (Farooqui e
Horrocks,2006). As PLA, plasmalégeno seletivas diferem das demais PLA;
intracelulares nao somente no peso molecular, mas também, nas
propriedades cinéticas, especificidade ao substrato e resposta aos
inibidores. (Farooqui e Horrocks, 2003 e 2006). As PIsEts-PLA; localizam se
no citosol e apresentam atividade independente de Ca** porém, ndo sio
inibidas pelo Bromoenol lactone (BEL), potente inibidor das PLA,GVI. Essas
enzimas sdo inibidas por ATP (adenosina trifosfato) em concentracdes
milimolares, ou seja concentragdes intracelulares normais, diferentemente
das PLA,GVI que sdo ativadas na presenca do nucleotideo (Farooqui, 2004;

2001).
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1.2.2 Inibidores das fosfolipase A,

A existéncia de diferentes tipos de PLA,, funcionando em conjunto
dificulta a analise de cada uma isoladamente. Para isso torna-se necessario
0 uso de inibidores especificos. Existe um grande numero de compostos que
apresentam capacidade de inibir a enzima, mas poucos conseguem fazé-lo

de maneira seletiva.

Os inibidores podem agir por diferentes mecanismos como: 1)
incorporando-se na membrana, levando a alteragdes das propriedades
fisicoquimicas, 2) interagindo diretamente com o sitio ativo da enzima, 3)
Atuando sobre um outro sitio (sitio alostérico) da enzima, levando a
mudancas na atividade, e 4) atuando como detergente, que induz mudancas

nao especificas nas propriedades da membrana (Farooqui 1999).

A seguir serao descritos os inibidores mais conhecidos:

a) Arachidonyl trifluoromethyl ketone (AACOCF3) — Analogo do
acido araquidénico em que o grupo carboxila (COOH) é trocado por um
grupo trifluoromethylketone (COCF3). Inibidor reversivel da PLA,, sendo
mais seletivo para PLA: intracelulares (dependentes e independentes de
céalcio) do que para as PLA, extracelulares devido as suas propriedades
fisicoquimicas, que permite sua rapida penetracao na célula. Estudos de

ressonancia nuclear magnética (NMR) sugerem que a cadeia de carbono do
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AACOCF3 se liga na porcao hidrofébica e o grupo carbonil forma uma
ligacdo covalente com o sitio ativo, gerando um axoanion carregado que

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

b) Palmitoyl trifluoromethyl ketone (PACOCF3) — analogo do acido
palmitico, inibe quatro vezes mais que o AACOCF3 a PLA; independente de
calcio (PLA.GVI) (ICsp = 3,8uM e 15uM para o PACOCF3 e AACOCF3
respectivamente), mas igualmente ao AACOCF3 , inibe de maneira

reversivel e ndo seletiva. .(Farooqui 1999).

c) Bromoenol Lactone (BEL) — & um potente inibidor das PLA;
independentes de calcio (PLA>GVI), sendo mil vezes mais potente em
relacdo as PLA>GIV. Isso se deve ao fato que o BEL possui uma estrutura
semelhante aos plasmaldégenos que sao substrato para as iPLA, e ndo o sédo

para as cPLA, que hidrolisam preferencialmente a fosfatidilcolina.

O BEL inibe covalente e irreversivelmente (Hazen 1991 e Farooqui
1999). Varias evidéncias, demonstram o mecanismo de inibicdo do BEL: ele
se liga covalentemente perto ou no sitio de acdo da PLA, imediatamente
depois da hidrélise e antes da difusdo da lise catalitica. A inibicdo da iPLA;
pelo BEL é tempo dependente a poténcia de inibicdo, bem como a ligacao
covalente, sdo inibidas competitivamente por fosfolipides. Em altas
concentracdes, o BEL demonstra uma fase de dependéncia em relacdo ao
tempo, inicialmente rapida, seguida de uma segunda fase que demonstra

uma pseudocinética de primeira ordem. A existéncia de duas isoformas da
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enzima, distintas cinéticamente, que sao inativadas com velocidades
diferentes e a presenca de isbmeros Opticos do BEL que se presentes,
podem diferir em suas afinidades e velocidades de hidrélise sdo algumas

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

d) Methyl Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP) — fosfonato
analogo do 4acido araquidénico. E um inibidor irreversivel das PLA,
intracelulares dependentes de calcio, mas nao tem efeito sobre as PLA:
dependentes de calcio extracelulares. MAFP inibe a atividade enzimatica
pela reacdo com o residuo serina do sitio catalitico, através de uma reagao
de fosforilacao, impedindo assim sua recuperacéo, o que o torna irreversivel.

MAFP também inibe a PLA,GVI (ICso = 0,5uM) (Farooqui 1999).

e) Pyrrophenone — potente inibidor da cPLA; porém nao seletivo,
sendo 230 vezes mais potente que o AACOCFS. Inibe a interacao entre o
substrato e o sitio ativo da enzima na interface, sem afetar a qualidade do
substrato. Pyrrophenone inibe muito pobremente a iPLA, e as PLA;
extracelulares (Ono et al., 2002). Pyrrophenone ainda nao esta disponivel

comercialmente.

f) LY311727 — inibidor potente e seletivo das PLA, extracelulares,
desenvolvido pela Lilly Research Laboratories e ainda nao disponivel
comercialmente. LY311727 € um derivado indol cuja estrutura quimica foi

refinada por cristalografia de raios-X , usando como modelo o sitio ativo da
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PLA-GIIA (sPLA,). Este composto inibe seletivamente as sPLA, em

concentracdes nanomolres (Balsinde et al., 1999).

Um resumo das propriedades mais importantes das diversas formas

de PLA> encontra-se na tabela 1.
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1.3. Fosfolipase A; e desordens psiquiatricas

1.3.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia ocorre com uma prevaléncia de 1% em homens e
mulheres, sendo o inicio da doenca no final da adolescéncia/inicio da vida

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

As mudancas funcionais do cérebro de esquizofrénicos parecem estar
relacionadas com disturbio do metabolismo de fosfolipides. Estudos recentes
com *'P-espectroscopia magnética sugerem uma aceleracdo do
metabolismo de fosfolipides no lobo frontal de esquizofrénicos. Nestes
estudos investigaram-se as ressonancias dos fosfomonoésters (PME) e dos
fosfodiésters (PDE), respectivamente os precursores e 0os metabdlitos dos
fosfolipides no cérebro. Esquizofrénicos mostravam uma diminuicdo 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., 19983;
Fukuzako et al., 1994; Deicken et al., 1993; 1995; Heinsberger et al., 1997).
Uma aceleracdo do metabolismo de fosfolipides foi também encontrada em
um estudo post mortem no lobo frontal de esquizofrénicos (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 diminuicdo da concentracao de fosfolipides nos eritrocitos
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(Revisdo em Rotrosen e Wolkin, 1987) e um aumento da concentracao do
metabolito lisofosfatidilcolina na membrana de plaquetas (Pangerl et al.,
1991). Também a concentracdo do acido araquidénico em eritrécitos foi
encontrada reduzida em um subgrupo de pacientes esquizofrénicos (Peet et

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

Como a PLA; é uma enzima chave no metabolismo dos fosfolipides,
um aumento de sua atividade estaria implicado na esquizofrenia e poderia
ser detectada tanto no cérebro como em tecidos periféricos. As alteracoes
do cérebro seriam encontradas principalmente no lobo frontal, levando a
uma hipofrontalidade causada por uma inibicdo da atividade dopaminérgica
(Brunner e Gattaz, 1996) que supostamente ocorre na esquizofrenia
(Weinberger et al., 1987). De fato, evidéncias experimentais foram obtidas
por diversos grupos, sugerindo uma aceleracdo do metabolismo de
fosfolipides pela PLA, 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 PLA, ja foi
discutido em outras doencas neuropsiquiatricas nas quais podem ocorrer
sintomas psicéticos, como na epilepsia do lobo temporal e na esclerose
multipla (Simonato et al., 1993; Visioli et al., 1994). Isto sugere que nestas
doencas o aumento da PLA> poderia estar implicado na origem das

manifestacoes psicoticas.
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1.3.2 Epilepsia

Os mecanismos da epileptogénese iniciam-se com a excitacao da
membrana neuronal. A dupla camada lipidica é altamente impermeavel aos
ions, todavia os ions podem ser ativamente transportados através da
membrana pelas bombas ibnicas e dos canais gated e no-gated. As bombas
ibnicas criam e mantém o potencial de membrana em descanso (pré-
requisito para a excitacao), enquanto as correntes idnicas fluem através dos
canais gated levando a mudancas no estado de excitacao (Avanzini et al.,

2003).

Alteracdes no metabolismo dos fosfolipides que compde a membrana
neuronal podem alterar o estado de excitacdo celular. Na verdade, alguns
estudos descrevem que as crises promovem uma superativacdo da PLA,,
resultando no acumulo de lipides bioativos nas sinapses (Bazan, 1998).
Alguns mediadores inflamatérios, como o 6xido nitrico e outros mediadores
pré-inflamatérios, como as prostaglandinas nas quais a PLA, é a enzima
chave para a sua producdo, sdao aumentados pela ativacdo das células

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

A PLA,, em condigbes normais esta envolvida com a manutencao das
fungdes celulares através da producdo de acido araquidénico e
eicosandides. Quando o acido araquiddnico € hidrolisado pela PLA,, a partir

de 1-O-alkil ligado aos fosfolipides, é formado liso-PAF o qual é acetilado
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para a formacdo do PAF, esse por sua vez, interage com receptores
especificos levando a um aumento do Ca®" intracelular, condigdo necesséria
para a manutencdo das fungdes celulares normais. Uma estimulacédo
prolongada da PLA, pode danificar a integridade da membrana, nao
somente pelo aumento excessivo de Ca®* intracelular, que levaria a lipdlise
e protedlise excessiva e a fragmentacdo do DNA, mas também pela perda
de fosfolipides essenciais para a formacao da dupla camada lipidica, devido
a caracteristica detergente da estrutura do PAF. Esses processos,
juntamente com o acumulo de perodxidos lipidicos podem estar associados
com varias formas de danos cerebrais agudos e crbnicos, como a epilepsia e
a esquizofrenia (Farooqui et al., 1996; Feuerstein G. 1996; Bazan et al.,

2002).

1.3.3 Doenca de Alzheimer

Disturbios do metabolismo de fosfolipides foram descritos na Doenca
de Alzheimer (DA) (Barany et al.,, 1985; Kanfer et al., 1986; Nitsch et al.,
1992). Investigacbes da atividade da PLA, post-mortem no cérebro de
pacientes com DA comparados com controles ndo-dementes de mesma

idade (Gattaz et al., 1995b), mostraram que pacientes com DA tinham uma
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reducéao significativa da atividade da PLA> no cortex parietal e no lobo frontal

em comparagao com os controles.

Existem correlagdes sugerindo uma associacdo entre a reducédo da
atividade da PLA e o grau de severidade da DA: Quanto menor a atividade
da PLA., menor a idade do 6bito, e menor a idade de inicio da doenca;
quanto menor a atividade da PLA, maior o niumero de placas senis e de
neurofibrilas. Esses achados no cérebro e em plaquetas indicam uma
reducdo do metabolismo de fosfolipides da membrana celular na DA. Esta
reducao foi também encontrada em estudos com espectroscopia magnética

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

Blusztajn et al. (1987) sublinharam o significado do metabolismo dos
fosfolipides para a sintese do neurotransmissor acetilcolina. O metabolismo
da fosfatidilcolina (PC) da membrana contribui para a sintese da acetilcolina
(Blusztajn e Wurtman, 1983). A PC é o substrato natural da PLA,. Uma
reducao da PLA, resulta em uma reducao do metabolismo da PC, podendo
contribuir assim para um déficit colinérgico. Esse déficit, primariamente
resultante de uma degeneracao de neurdnios colinérgicos, é discutido como
aspecto central do disturbio cognitivo na DA. Neste sentido, é de interesse o
achado de experimentos, nos quais uma inibicdo intracerebral da PLA:
causou um disturbio da memoria em animais de laboratorio (Holscher e

Rose, 1994; Schaeffer e Gattaz ,2005).
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O cérebro de pacientes com DA apresenta alteracoes
histomorfol6gicas caracteristicas, as chamadas placas senis. O principal
componente das placas senis € o peptideo B-amildide (AB). O AP parece ser
de importancia na patogénese da DA, ele é formado a partir da cisdo de um
grupo de aminoacidos (APP 597-639) da proteina precursora do amil6ide
(APP). Fisiologicamente, o processamento da APP na membrana celular
ocorre através de uma cisdo proteolitica no meio da regido B-amiléide,
evitando assim a formacao do AB. Um disturbio deste processamento pode
resultar na formacao de placas de amiléide (revisdo em Haas e Selkoe,

1993).

A PLA:; influencia decisivamente o processamento e a secrecao da
APP. Uma inibicdo da PLA, reduz a secrecdao da APP da membrana,
enquanto que uma ativacdo da PLA, aumenta a liberacao da APP no meio
extracelular (Emmerling et al., 1993). Como o aumento da secrecao da APP
diminui a formacao do AP (Caporaso et al., 1992; Fukushima et al., 1993), é
razoavel supor que uma reducao na secrecdo da APP, contribui para um

aumento da produgao do Ap.
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1.3.4 Depressao e Transtorno Bipolar

A depressao é hipoteticamente causada por distarbios da sintese,
liberacdo, recaptacdo e metabolismo dos neurotransmissores serotonina e
catecolaminas, além das alteracbes dos receptores desses

neurotransmissores. (Horrobin, 1999b).

Esses fatos sugerem que tanto na depressdo unipolar como no
transtorno bipolar, ocorrem alteragdes nos mecanismos de transdugcdo de
sinais poés-receptores, que podem ser regulados por proteinas de
membranas, as quais exercem diferentes acdes nos neurbnios e outras
células. Entre essas acbes esta a ativacao das fosfolipases, incluindo
fosfolipase C (PLC), fosfolipase D (PLD) e PLA, (Horrobin, 1999b; Hibbeln,
1989). De fato, Hibbeln e colaboradores (1989) sugeriram que altera¢des da
PLA, poderiam influenciar os sistemas de neurotransmissores de maneira a
desencadear a depressdo. A hipétese de Hibbeln é que o aumento da
atividade da PLA. na depressao levaria a alteragdes dos fosfolipides de
membrana, que por sua vez levaria a alteragdes da atividade de proteinas
ligadas as membranas associadas com as diversas alteragcdes observadas

na depressao.

Na depressao existem evidéncias de anormalidades no metabolismo
dos fosfolipides e acidos graxos. Todavia, na depressdao ocorre uma

afinidade da PLA, pelos acidos graxos de 20 carbonos da série Omega-3
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(DHA), levando a uma diminuicao desses acidos graxos, acompanhados ou
nao, de um aumento da liberacdo dos acidos graxos da série Omega -6
(acido araquidénico). O DHA é na verdade, considerado como componente
estrutural crucial do sistema nervoso, sendo a sua principal fungdo aumentar
a fluidez da membrana, permitindo um funcionamento 6timo da membrana
neuronal. Uma diminuicdo de DHA levaria a uma reducdo da fluidez da
membrana.(Edwards, 1999). Diversos estudos correlacionam o aumento da
incidéncia de depressao com a diminuicao dos niveis de DHA e sugerem
que uma dieta mais rica nesta forma de acido graxo poderia trazer efeitos

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

Numerosos estudos descrevem o uso de parametros bioquimicos das
plaquetas como marcadores clinicos para desordens neuroldgicas (Luca et
al., 2002). O uso da biogquimica das plaquetas como modelo periférico do
metabolismo cerebral baseia-se nas caracteristicas similares entre plaquetas
e neur6nios: 1) plaquetas armazenam e liberam neurotransmissores (nos
granulos densos); 2) a liberagao dos granulos alfas e dos granulos densos é
regulada pelas concentragcdes intracelulares de caélcio; 3) plaquetas
expressam varias proteinas relacionadas a neurbnios como os receptores N-
metil D-aspartato (NMDA); 4) plaquetas tém em suas membranas receptores
adrenérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos (figura 5) (Owens, 1994) e
5) as plaquetas prolongam o processamento da membrana plasmatica,
lembrando neuritos que sao esculpidos pelas proteases extracelulares

(figura 6) (Bush, 1998).

De acordo com varios achados em plaquetas, como alteracao das
PLA,, da fluidez da membrana, de niveis de proteina quinase C, hiper-
reatividade de receptores serotoninérgicos em pacientes deprimidos entre
outros, permite considerar as plaguetas como fonte de material biolégico
humano viavel para estudos de mecanismos metabdlicos, espelhando no
sistema periférico os processos metabdlicos que ocorrem no sistema

nervoso central (Padovani et al., 2001 e Owens, 1994).
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Mitocchondrion

Dense body Granules

Crense tubular
system

Dense body ingranuls Exterior coat

Open canalicular system

Estrutura interna das plaguetas

Figura 5: Representagao da estrutura interna de plaquetas

e

Plaquetas em repouso

Figura 6: ativacao das plaquetas com os prolongamentos de membrana
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia para detectar e determinar a atividade
dos diferentes grupos de PLA> em plaquetas, para que sirva no futuro para

estudos da atividade da enzima em doengas neuropsiquiatricas.

2.1 Objetivos especificos:

Utilizar a mesma matriz biolégica (plaquetas), para validar um método
radioenzimatico de determinacdo da atividade dos diferentes grupos de
PLA,, utilizando propriedades especificas de cada uma delas, como a

dependéncia do Ca**, pH ideal e especificidade ao substrato.

Para isso foram utilizados diferentes substratos (fosfatidilcolina com
acido araquidénico e com acido palmitico marcado com '*C na posicéo sn 2)

e os inibidores MAFP e o BEL.
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3 METODOS:

3.1- Coleta das amostras —

Para a separacao das plaquetas foram coletados de cada individuo

saudavel 40mL de sangue venoso com anticoagulante citrato de sédio.

Solucodes de uso:

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

contendo glicose, acido citrico, citrato de sédio em agua ultrapura.

2- Solucao de Lavagem: 30mL de citrato de sodio 0,1M; 3,3uL de cloreto de
potassio 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 calcio 0,1M e 59,45mL de cloreto de sédio 0,9%.

3- Tris-sacarose pH 7,4

Tris 50mM pH 7,4, sacarose 233mM em agua ultrapura.
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4- Substrato radioativo estoque (Phosphatidylcholine, L-o-1 palmitoyl-2-
arachidonyl-[arachidonyl-1-'*C] 50uCi e L-3 Phosphatidyicholine, 1-palmitoyi-
2-[palmitoyl-1-"*C] 50uCi — Diluir os radioativos em tolueno:etanol:BHT
(1:10, v/v). Aliquotar a solucédo estoque do radioativo em frascos de vidro e
armazena-los em freezer —20°C. Para uso, evaporar em fluxo de nitrogénio
12uL da solucédo estoque por tubo e reconstituir com 150uL de albumina
humana (0,3mg/mL) diluida em agua ultrapura. A solugdo deve ser

homogeneizada em sonicador e mantida em gelo até o uso.

5- Solucéao de parada:

Acido cloridrico : Isopropanol (1:11,67, v/v)

3.2 Separacao e lavagem das Plaquetas:

Foram coletados 40 mL de sangue em quatro tubos com capacidade
de 10 mL, contendo anticoagulante citrato de sédio 0,106 mol/L. Em cada
tubo adicionou-se 1 mL de ACD-NH. Os tubos foram homogeneizados
delicadamente por inversao e centrifugados durante 15 minutos a 1600 rpm
a 20°C. 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, entdo, transferido para 4
tubos de poliestireno (4 a 5 mL/tubo) e centrifugados durante 10 minutos a
2400 rpm a 20°C. O sobrenadante foi removido cuidadosamente por

inversao, e ao pellet adicionou-se 2,5 mL de solucéao de lavagem.

Apé6s descanso de 10 minutos, as plaguetas foram homogeneizadas
cuidadosamente com uma pipeta Pasteur até total diluicao e entdo se
adicionou mais 2,5 mL de solugéo 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 —70°C para posterior

determinacao da concentracao de proteinas e atividade da PLA;,

3.3 Determinacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas utilizando o kit Bio-Rad DC Protein
assay (Bio-Rad Hercules, CA) que é um ensaio colorimétrico para a
deteminacdo de proteinas, baseado no método de Lowry (Lowry et al.,
1951), modificado para ser compativel com detergentes utilizados no

preparo da amostra. O ensaio consiste na reacao de proteinas com uma
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solucédo 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 reacéao
entre proteinas e o cobre em um meio alcalino, e a subsequiente ligagdo do
reagente de Folin as proteinas tratadas com cobre (Lowry et al., 1951).
Quando o reagente de Folin liga-se a essas proteinas, ele é reduzido pela
perda de 1, 2 ou 3 atomos de oxigénio, e muda a cor do amarelo para um
azul caracteristico, cuja absorbancia €é lida entre 405 e 750 nm

(Peterson,1979).

Para a determinacdo das proteinas totais, foi utilizado uma curva
padrdo de proteinas utilizando-se albumina de soro bovino (bovine serum
albumin ou BSA; Sigma-Aldrich), nas seguintes concentragcbées: 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 pocos (em temperatura
ambiente), onde foi pipetado 25 pL do Reagente A, 5 uL do padrdo de
proteinas de BSA nas seis diferentes concentracdées ou 5 uyL das amostras
ou branco (tris-sacarose) e 200 yL do Reagente B. Apés incubagédo de 15
min em temperatura ambiente em um Agitador de placas (Wallac-
PerkinElmer, Boston, MA), as absorbéancias das amostras foram lidas em um
Leitor de microplacas (Spectracount; Packard, Meriden, CT) a 680 nm.
Todas as determinacées dos niveis de proteinas foram realizadas em

triplicatas.
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3.4 Determinacao da Atividade da PLA;

O método utilizado para determinar a atividade da PLA. foi o radio-
enzimatico, 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-'*C] na cauda araquidonil na posicdo sn-2
(araquidonil-1-  'C-PC)  (PerkinElmer, Boston, MA) e o L-3-
Phosphatidylicholine, 1-palmitoyl-2-[1-"*C]palmitoyl. Neste ensaio, o [1-'*C]-
acido graxo, ligado a posicao sn-2 da fosfatidilcolina, é clivado pela PLA; e
extraido. A radioatividade do [1-'*C]-acido graxo liberado é medida em um

contador de cintilagcao liquida e utilizada para calcular a atividade da PLA.

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 & imprescindivel utilizar um
tampéao de lise (tris-sacarose) para romper as membranas e, assim, permitir
a incorporagdo do substrato marcado aos fragmentos de membrana. E
necessario também adicionar um tampao para formar lipossomos (Tris-HCI
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 fosfolipidico em meio aquoso (figura

7).
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e —

Figura 7:: Mecanismo de formacdo de vesiculas lipidicas — Lipossomas: finas
camadas lipidicas sao hidratadas formando pilhas da bicamada lipidica fluida e
inchadas. Durante a agitacdo, formam-se, entdo, as grandes vesiculas
multilamelares (GVM), as quais permitem interacdo da dgua com os hidratos de
carbono centrais da bicamada. Uma vez formadas, a reducdo do tamanho dessas
particulas requer energia, ou na forma de energia ultras6nica (sonica¢do) formando
as vesiculas unilamelares pequenas (VUP), ou energia mecanica (extrusao). Fonte:
www.avantilipids.com/PreparationOfLipossomes.html

3.4.1 Ensaio radioenzimatico

Esse método foi o procedimento basico comum a todos os ensaios
(curvas de proteina, curvas de substratos, curvas de Ca?*, EDTA, BEL e

MAFP).
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As amostras previamente armazenadas em freezer —70°C foram
descongeladas e mantidas sob gelo. Apds determinagdo dos niveis de
proteinas, foi pipetado um volume de cada amostra, necessario para obter
uma concentracdo de proteina de 0,2 mg/mL. O volume da amostra foi
completado para 400 uL de Tris-sacarose pH 7,4 (tampao de lise) e
adicionou-se 600 pL de Tris 50 mM pH 8,5. A amostra referente ao branco
continha 400 uL de Tris-Sacarose pH 7,4 e 600 puL de Tris 50mM. Cada
amostra foi realizada em triplicata. Ap6s homogeneizagéao foi pipetado em
cada tubo: 100 uL de tampao/ CaCly/ EDTA/ MAFP/ BEL, 50 pL de Tris-HCI
1,0 M, 200 uL da amostra diluida (ou do branco) e 150 uL (0,06 uCi) do

substrato radioativo.

Homogeneizou-se novamente e a mistura foi incubada por 30 min
(exceto para curva de tempo de incubacao) a 37 °C em banho-maria sob
agitacdo. Apds a incubagédo, as amostras foram colocadas imediatamente
em banho de gelo e foram adicionados 700 pL de solugdo de parada, para
interromper a reagdo. Em seguida as amostras foram levadas a temperatura
ambiente e ap6s 10 min de repouso, adicionou-se 700 uL de n-heptano,
para extracdo do acido graxo marcado através de agitacdo rigorosa em
vértex por 30 seg. A mistura foi entdo, centrifugada a 4000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente. Transferiu-se 500 uL da fase orgénica para tubos
contendo 60mg de silica gel e 300 uL de n-heptano para reter os fosfolipides
e centrifugou-se novamente a 4000 rpm por 5 min a temperatura ambiente.

Transferiu-se 500 pL do sobrenadante para tubos contendo 6,0 mL de



42

liquido de cintilacdo e apdés homogeneizacao, colocou-se para contar em um
contador de cintilagcao liquida (Tri-Carb 2100 TR) na seguinte ordem: Branco,
100 % (somente o substrato marcado) e amostras. Os resultados foram
fornecidos em CPM, e entdo, corrigidos para pmol/mg de proteina/min

utilizando a seguinte férmula:

Atividade da PLA, (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
proteina (2 mg/0,04 mg concentracao final de proteina); A = atividade
especifica do radioativo em mCi/mMol; B = tempo de incubagdo em minutos;

0,988 = Eficiéncia do equipamento.

3.4.2 Ensaios de otimizacao da atividade da PLA;

Todos esses ensaios seguiram o procedimento descrito no item 3.4.1.
com excecao das variaveis a serem investigadas. Foram construidas curvas
de atividade da PLA, em funcgdo da concentracdo de substrato PC'*C (0,03,
0,045, 0,06 e 0,075uCi/mL); da concentragcao de proteina (0,1, 0,2, 0,3, 0,4
e 0,5 mg/mL); concentracdo de Ca®" (100 e 300 nM; 1,0, 3,0 10, 30 e

100uM; 1,0 e 5,0 mM); da concentracédo de EDTA (500 uM, 1,0 e 5,0 mM);
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da concentragdo de MAFP (1,0, 3,0, 10, 30, 100 e 300uM, 1,0 e 3,0 mM) e
da concentracdo 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 pM).

3.4.3 Caracterizacao das diferentes formas de PLA;

Para a diferenciagcdo dos grupos de PLA, presentes nas plaquetas
foram realizados ensaios com substratos de preferéncia para cada uma.
Para determinagdo da atividade das PLA, dependentes de célcio as
amostras foram incubadas com L-a-1-palmitoil-2-araquidonil-fosfatidilcolina
marcada com [1-'*C] na cauda araquidonil na posicdo sn-2 (araquidonil-1-
“C-PC), além das concentragbes ideais de Ca*® (100uM para as PLA;
intracelulares € 5mM para as extracelulares). A atividade das PLA:
independente de calcio foi determinada utilizando como substrato o L-3-
Phosphatidyicholine, 1-palmitoyl-2-[1-"C]palmitoyl, na presenca do quelante

de calcio EDTA (2,5mM).
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4. RESULTADOS

4.1- Otimizacao do método para determinacao da atividade da PLA; em

plaquetas:

Para a otimizagao foram utilizadas plaquetas de individuos controles

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

4.1.1 Determinacao da concentracao de proteina

Nesse ensaio determinou-se a concentracdo ideal de proteina para
melhor aproveitamento do substrato, levando-se em conta o volume obtido
das amostras. Foram realizados ensaios utilizando o substrato
Phosphatidylcholine, L-c-1 palmitoyl-2-arachidonyl-[arachidonyl-1-*C] com
concentragdes crescentes de proteina 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

saturacao do substrato.
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Tabela 2: Atividade média da PLA; (pMol.mg/min.) em relacao a

roteina
Concentracao de Atividade
Proteina média
0,1Tmg/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
Curva de Proteina
20,00 -

Atividade PLA2
~ o o
8 8 8

0,00 ||I ‘ \ T T

0,img/mL 0,2mg/mL 0,3mg/mL 0,4mg/mL 0,5mg/mL

[Proteina]

Figura 8: Curva da atividade da PLA, em fungdo da concentracdo de proteinas.
Dados obtidos a partir de 3 ensaios
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4.1.2- Determinacao da concentracao de substrato

Baseados na concentracao de 0,2mg/mL de proteina, foram testados
diferentes concentracdes do substrato Phosphatidylcholine, L-a-1 palmitoyl-
2-arachidonyl-[arachidonyl-1-"*C]. Obteve-se a atividade maxima com 9uL
(0,045 pCi) do substrato (figura 9), mas optamos por utilizar 12uL (0,06uCi)
por esperarmos atividade aumentada no estudo de alguns dos transtornos,

nos quais o método sera aplicado.

Tabela 3: Atividade média da PLA; (pMol.mg/min) em relacao ao
substrato

Atividade
Volume substrato Média
6 uL (0,03uCi) 6,70+0,33
9uL (0,045uCi) 15,19+3,68
12 uL (0,06uCi) 15,15+3,61
15 uL (0,075uCi) 13,30£1,90
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Curva de Substrato

Atividade PLA2
S

6 pL 9uL 12 L 15 pL
Volume de substrato

Figura 9: curva de atividade da PLA, em relacdo a concentracdo do substrato.
Dados obtidos em 2 ensaios

4.1.3 Ensaio para determinacao ideal de Calcio

Foram realizadas curvas com diferentes concentracées de Calcio e
EDTA sendo que nas concentragdes micromolares, ideal para a atividade da
cPLA,, obteve-se uma atividade maior com 100uM de CaCl,. A
concentracao 6tima para as PLA; extracelulares (sPLA,) foi 5mM de CaCl..
Esses ensaios foram realizados conforme descrito no item 3.4.1, utilizando
como substrato a Phosphatidylcholine, L-o-1 palmitoyl-2-arachidonyl-
[arachidonyl-1-"*C]. Com esse substrato, ao quelar o calcio com EDTA, ndo
conseguimos medir com precisdo a atividade da PLA,GVI (iPLAz) como
mostra a figura 10. As concentracdes de célcio e EDTA foram ajustadas para

apresentarem as concentracdes finais listadas na tabela 4, para tanto, foram
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dosadas as quantidades de célcio endégeno presentes nas plaquetas, as
quais apresentaram valores indetectaveis de calcio total ou ibnico. Ainda
assim, realizamos uma curva com EDTA,(figura 11), para verificarmos se as
concentragcdes utilizadas eram suficientes para quelar o calcio endégeno
(concentragdes muito baixas) e o célcio presente em alguns tampdes (por
exemplo, Tris), estes testes confirmaram que o ensaio ndo é especifico para

medir a atividade da iPLA,.

Tabela 4: Atividade média da PLA; com diferentes concentracoes de
Calcio e EDTA

Concentragao de Atividade
calcio e EDTA média

450uM EDTA 0,23+0,09
imM EDTA 0,19+0,27
100nM CaCl; 2,13+3,00
250nM CacCl, 3,57+0,09
500nM CaCl, 3,80+0,30

1uM CaCl; 4,39+0,67

10uM CaCl, 4,86+0,42
100uM CaCl, 6,1310,49
1mM CacCl, 9,74+2,00

5mM CaCl; 13,68+0,59
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Tabela 5: Atividade média da PLa; com diferentes concentracoes de

EDTA
Concentracao de Atividade
EDTA Média
5mM EDTA 0,15%0,21
imM EDTA 0,49+0,23
500uM EDTA 0,84+0,83
Calcio 5mM 17,24+0,18
Curva de Calcio e EDTA
i" 16 -
o 12 -
S 8
©
S 4 -
=
© 0 -
AP A ST L2 A R N PR L 2R R 4
@Q/\ <<§\ F FFEFE S F
ST T TS S S SS
[calcio e EDTA]

Figura 10: Curva da atividade da PLA, com relagdo a concentracdo de
calcio. Dados de 2 ensaios
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Curva de EDTA e Calcio

N
o
|

atividade PLA2
)

0 * < : :
5mM EDTA  1mM EDTA  500uM EDTA  Calcio 5mM
[EDTA e calcio]

Figura 11: Curva da atividade da PLA, em relagcdo a concentracao de
EDTA.

4.2 Estudos de inibicao da PLA, em plaquetas

Foram utilizados dois inibidores: O BEL e o MAFP sendo que esse
ultimo em duas formas de apresentacao, liofilizado e em solucao de metil

acetato.

4.2.1- Ensaios para verificar eficiéncia e especificidade do MAFP em

plaquetas

O MAFP é descrito como inibidor das PLA, GIV e GVI (iPLA; e

cPLA,). Como nao houve sensibilidade para determinar a atividade da iPLA,,
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foram construidas curvas para estabelecer a concentracdo ideal para

Apébs determinacdo da concentragdao onde houve saturagdo, foram
realizados ensaios onde foi fixada a concentragdo de MAFP (100 uM), e
variou-se a concentracdo de calcio para confirmar a especificidade do
MAFP, verificando se a inibicAo ocorreria somente nas concentracoes
micromolares, ideais para cPLA> ou, se em concentragdes milimolares,
ideais para sPLA, também haveria inibicao (figura 13).Verificamos que a
inibicdo ocorre nas duas condicbes (destaque nas figuras 13 e 14),
mostrando que em amostras onde existe concomitancia de diferentes grupos
da PLA, o MAFP nao é especifico. Esses ensaios foram realizados
utilizando o MAFP liofilizado, reconstituido com DMSO e salina. Ao utilizar o
MAFP em solugdo de metil acetato verificou-se o mesmo comportamento

conforme demonstrado na figura 15.
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Ativ media PLA; %Ativ
[MAFP] [MAFP] |log[MAFP] |(pMol/mg prot/min) PLA;
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
1imM MAFP 1,00E-03 3,00 0,97 6,4
3mM MAFP| 3,00E-03 2,52 1,02 6,7
150
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o
o 100-
o
©
2
2
®© 50
R
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Log[MAFP]

Figura 12 Curva de inibicdo da atividade da PLA, com MAFP. Ensaio
realizado com 3 amostras




53

Curva de Calcio com e sem MAFP
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Figura 13: Curva de Calcio com e sem o inibidor MAFP. Média da
atividade da PLA; de 3 ensaios com 7 amostras, utilizando 100uM de MAFP.
As setas indicam que houve inibigcdo tanto de cPLA; como de sPLA;,

Curva de inibicao com MAFP
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Figura 14: Porcentagem de inibicao da atividade da PLA; com MAFP,
em relacdo a concentracdo de célcio no ensaio. As setas indicam as
condicbes ideais para as cPLA, e sPLA, (100uM e 5mM de CaCl,,
respectivamente).
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Curva de MAFP
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Figura 15: inibicdo da atividade das PLA; dependentes de calcio frente ao
MAFP em solugédo de metil acetato

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

plaquetas

Foram realizados ensaios utilizando concentracdo fixa de BEL
(300uM) com diferentes concentragdes de calcio (100nM, 1,0, 10 e 100uM e
5mM) e também com EDTA 2,5mM (mesmo o método nao sendo ideal para
essa condicao) com objetivo de verificar a especificidade do BEL em relacéo
aos diferentes grupos da enzima presente nas plaquetas (sPLA,, cPLA,, e

iPLA,) (figura 16).
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Tabela 7: Média das atividades da PLA, na presenca e na auséncia de
BEL

Atividade média | Atividade média

[calcio] da PLA, da PLA; 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 6,6710,43 2,80+0,51
5mM 15,72+0,57 3,91+0,95

Curva de Calcio e BEL
20 -
& 16 -
|
Q42
[})
©
S 8-
>
I 4-
0 _
EDTA CaCl2 CaCl2 CaCl2 CaCl2 CaCI2
1mM 100nM 1uM 10uM 100uM 5mM
m Ca2+ ‘lci EDTA
o Ca2+ e BEL [calcio e ]

Figura 16: Atividade da PLA, em diferentes concentragdes de calcio na
presenca e na auséncia de BEL.

Conforme observado nos resultados apresentados acima, com a

adicdo de BEL ocorreu uma inibicdo da atividade da PLA, em condigcdes
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consideradas ideais para todos os grupos de PLA.. Foi investigado, entao,
se existiriam concentracdes especificas de BEL, para inibir cada grupo
isoladamente, apresentando sitios de ligagdo distintos com ICsy especifico
para cPLA, , iPLA, e sPLA,. Foram construidas curvas com a adicao de
diferentes concentracdes de BEL (100, 300, 500 e 700nM, 1, 3, 5, 7, 10, 15,
20, 30, 40, 50, 70, 100, 150, 200, 300, 400 e 500uM) totalizando 21 pontos

(figura 17).

O melhor resultado para essa analise foi a equacdo com um sitio de
ligacdo, que apresentou ICsp = 103,5uM e um R®= 0,9881, mostrando,
assim, que em ensaios nao especificos para iPLA, o BEL também inibe

outros grupos de PLA».

Inibicao com BEL
100nM - 500p M
150
A 100
u
o
2
& 504
IC50-103,5uM
0 T T T T 1
-8 7 6 -5 4 3
BEL

Figura 17: Curva de inibigdo com BEL
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4.3 Otimizacao do método para determinar atividade da PLA,GVI em

plaquetas

Visto que utilizando Phosphatidylcholine, L-a-1 palmitoyl-2-
arachidonyl-[arachidonyl-1-"*C] como substrato, ndo houve especificidade
para medir a atividade da iPLA, nas plaguetas, mesmo na auséncia de
célcio, ou seja, com a adicao de EDTA 2,5mM, optou-se por utilizar um
substrato com o &acido palmitico na posicdo sn-2, ja que as iPLA, tém
preferéncia em clivar esse acido graxo. O substrato utilizado foi o L-3-
Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-'*CJpalmitoyl. Foram construidas, em
paralelo, uma curva utilizando o substrato Phosphatidylcholine, L-c-1
palmitoyl-2-arachidonyl-[arachidonyl-1-'*C] e outra utilizando o novo
substrato  L-3-Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-"*C]palmitoyl, ambas
com duas amostras e nas condicoes ideais para cPLA; (100 uM de CaCl,),
sPLA, (5mM de CaCl,) e iPLA, (EDTA - auséncia de Ca*?).(figura 18).
Foram testadas, também, a inibicado com MAFP e com BEL, a fim de
verificar, se nestas condi¢cdes a inibicdo seria mais especifica (figura 19 e

20).

Com relagédo a iPLA2, o novo substrato mostrou-se mais especifico e
sensivel permitindo estabelecer um método 6timo para determinar a sua
atividade. Para as PLA; dependentes de Calcio (cPLA2 e sPLA2) ndo houve
especificidade ao substrato mostrando que o acido araquidénico na posicao

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

Atividade PC-| Atividade
[Calcio e EDTA] AA 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

Arachidonyl X Palmitoyl = Arachidony}
H Palmitoyl
10 -
o 8 -
<
-l
o ¢
[«})
o
©
g 4
=
< |
04
EDTA1 EDTA2 CaCl2 CaCl2 CaCl2 CaClI2
100pyM 1 100pM 2 5mM 1 5mM 2
Figura 18: Atividade da PLA; frente aos dois substratos:

Phosphatidylcholine, L-a-1 palmitoyl-2-arachidonyl-[arachidonyl-1-"*C] e L-3-
Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-"*C]palmitoy!
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Figura 19: inibicao da PLA,GVI frente ao MAFP, utilizando o substrato
PC-palmitoyl. Resultado de 2 ensaios com 2 amostras.

Atividade PLA:

1,6

1,2 4

0,8 -

0,4 -

Inibicao da iPLA; com BEL

——‘

EDTA EDTA + BEL

Figura 20: inibicdo da PLA,GVI frente ao BEL, utilizando o substrato PC-

palmitoyl.
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5.DISCUSSAO

Uma das grandes dificuldades da area de estudo que hoje se
denomina Lipidémica, é a separacéo e identificacdo dos fosfolipides. Mesmo
com o avanco das diversas tecnologias empregadas para essa finalidade, o
fato de moléculas lipidicas idénticas ou muito parecidas possuirem
propriedades funcionais diversas, faz com que seja necessario elucidar e
quantificar os seus precursores, produtos e as enzimas responsaveis pelo
seu metabolismo. O fato de se utilizar amostras biolégicas complexas como
homogenato de tecido cerebral, cultura de células, ou plaquetas sem duvida,
dificulta ainda mais esses estudos. Todavia, o estudo do metabolismo dos
fosfolipides através da determinacao da atividade enzimatica da PLA,, é de
interesse em inUmeras doencas. As plaquetas estdo entre as diversas
células utilizadas para determinar, in vitro, a atividade da PLA,. Essas
células vém sendo utilizadas como modelos periféricos de neurdnios devido
as suas similaridades (Padovani et al., 2001; Owens, 1994; Bush, 1998; Di

Luca et al., 2002).

Alguns testes de padronizagdo previamente definidos pelo nosso
grupo tanto para tecido cerebral humano e de rato como para plaquetas,
foram mantidos. Entre esses, estdo o tempo de incubacéo, 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 proteina obteve-se um melhor
aproveitamento do substrato utilizando 0,2mg/mL de proteina conforme
demonstrado na figura 8. Ao contrario de outras matrizes como tecido
cerebral, a quantidade de proteinas necessarias em plaquetas para obter a
atividade maxima é menor — 1,5mg/mL para tecido cerebral (Schaeffer e
Gattaz, 2005) — indicando uma maior expressao da enzima em plaquetas.
Porém deve-se levar em conta que células responsaveis por respostas
inflamatérias, como as plaquetas, armazenam em seus granulos grandes
quantidades de sPLA; e que ao serem ativadas elas sdo prontamente
liberadas (Kudo e Murakami, 2002). As sPLA, estdo envolvidas com
mecanismos de defesa e, segundo nossos achados, respondem por mais de

50% da atividade total das PLA, em plaquetas.

Com relacao a concentracao de substrato, apesar de haver saturacéao
a partir de 9uL (0,045uCi), a concentragdo de 12 uL (0,06uCi), anteriormente
definida por nosso grupo, foi mantida. Isso porque em pacientes portadores
de desordem neuropsiquiatrica, como esquizofrenia e epilepsia, por
exemplo, onde a atividade da PLA, esta aumentada, uma quantidade maior
de substrato permite uma melhor diferenciacdo entre pacientes e individuos
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 acido araquidénico
marcado com *C, encontramos que as concentracdes 6timas de célcio para

obtermos as maiores atividades da PLA, foram 100uM (nas concentracdes
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micromolares) e 5mM (nas concentracdes milimolares), mostrando que
plaquetas expressam pelo menos uma PLA, de cada um dos grupos de
PLA. dependentes de calcio, ou seja, cPLA. e sPLA,, respectivamente. Esse
achado esta de acordo com estudos de caracterizacédo dos diferentes grupos
de PLA. com relacdo ao requerimento de calcio (Kudo e Murakami, 2002;

Taketo, 2002).

Na auséncia de ions calcio, ou seja, na presenca do EDTA, ainda
empregando como substrato fosfatidilcolina com acido araquidénico
marcado com '*C, a atividade da PLA; encontrada foi muito baixa e o
método ndo mostrou sensibilidade bastante para detecta-la. De fato, alguns
trabalhos sugerem que em plaquetas a atividade da PLA; independente de
célcio (iPLA2) é muito baixa ou inexistente (Kramer, 1993). Uma explicacao
para essa baixa atividade € que a dependéncia de ions calcio para
esterificacdo do 4cido araquidénico dos fosfolipides é variada nas diferentes
células. Nos neutréfilos, por exemplo, a esterificacdo ndo é afetada pelo
Ca?*, porém em plaquetas ela é fortemente dependente de célcio extra e
intracelular (Daniele JJ et al., 1999). Nessas condicdes, a auséncia de calcio
torna o ensaio inespecifico para determinar a atividade das iPLA,. Portanto,
para a determinagéo da atividade das PLA, independentes de calcio, fez-se
necessario o emprego de um substrato mais especifico para essa forma da
enzima. Ao escolher o melhor substrato para as iPLA2, deve-se levar em
conta que as mesmas hidrolisam os acidos graxos da posicao sn-2 dos
fosfolipides com a seguinte ordem de preferéncia: &cido linoleico > &cido

palmitico > acido oleico > 4cido araquidbnico (Farooqui et al., 2004), ou seja,
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existe uma preferéncia maior sobre outros acidos graxos do que sobre o
acido araquiddnico. De fato, alguns autores sugerem o emprego do L-3-
Phosphatidyicholine, 1-palmitoyl-2-[1-'*C]palmitoyl como substrato para
determinar a atividade das iPLA». Os resultados obtidos com a utilizacédo
desse substrato no presente estudo mostraram que a especificidade a esse
acido graxo é maior, tornando o método mais sensivel para a determinacéo

da atividade da iPLA,.

Vale salientar a importancia da deteccao desta forma da enzima, visto
que em estudos com tecido cerebral de ratos e de humanos, a iPLA> foi o
grupo predominante, respondendo por 85% da atividade da enzima
(Schaeffer e Gattaz, 2005; Jardim, 2005). Na verdade, na maioria das
células ndo circulantes como midcitos cardiacos, ilhotas pancreaticas e
células da musculatura vascular, a iPLA2 é o grupo de enzima predominante.
Nessas células ocorre uma inibicdo da atividade enzimatica na presenca de
ions calcio, e um aumento da atividade na auséncia desses ions. Esse
mecanismo de regulacdo € devido a uma proteina identificada como
calmodulina (CaM), a qual é responsavel por modular a atividade da
PLA>GVIA-2 (Wolf e Gross, 1996). Através de uma analise mais detalhada
da interacdo da PLA>,GVIA-2 com a CaM, foi demonstrada a formagéo de um
complexo ternario cataliticamente inativo, CaM-Ca?*-iPLA,, que poderia ser
reversivelmente dissociado apés a quelacdo de todo Ca®** com EGTA,
fazendo com que as PLA>,GVIA-2 voltassem a ter sua atividade catalitica

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

pela CaM, ja que na auséncia de calcio ndo houve aumento de atividade.

O emprego do L-3-Phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-[1-"*CJpalmitoy!
como substrato para determinar a atividade da PLA> ndo apresentou
resultados satisfatérios para a atividade das PLA, dependentes de calcio,
mesmo quando realizados sob condicdes ideais para esses grupos, ou seja,
100uM de CaCl, para as cPLA; e 5 mM de CaCl, para as sPLA,,
demonstrando assim a preferéncia desses grupos de PLA, em hidrolisar o
acido araquidbnico na posicao sn-2 dos fosfolipides. De fato, as cPLA;
apresentam seletividade vinte vezes maior em hidrolisar o acido
araquidénico em relacao ao acido palmitico na posicao sn-2 dos fosfolipides
(Kudo e Murakami, 2002; Farooqui, 2004; Taketo, 2002; Leslie, 2004). As
sPLA,, apesar de nao apresentarem preferéncia por nenhum &cido graxo na
posicdo sn-2 e de tenderem a agir preferencialmente sobre fosfolipides
anibnicos como PG (fosfatidilglicerol), PE e PS ao invés de fosfolipides
anibnicos como PC, estdo envolvidas na liberacdo de acido araquidbnico

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

A inibicdo da atividade da PLA, € uma area de grande interesse nao
sé pela necessidade de elucidar as funcbes de determinado grupo da
enzima ou sua ocorréncia em determinado grupo de células, mas também
porque inibidores especificos para cada grupo seriam de potencial
importancia para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento das

inflamacbes, stress oxidativo e talvez de algumas doencas
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neuropsiquiatricas, como a esquizofrenia, a epilepsia e a doenca de

Parkinson.

Os testes de inibigdo foram realizados utilizando os inibidores Methyl
Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP) e o Bromoenol Lactone (BEL). O
MAFP é um potente e irreversivel inibidor da cPLA> e da iPLA,, isso porque
os dois grupos da enzima apresentam mecanismos cataliticos similares e
aparentemente usam uma serina central para catélise; o MAFP possui uma
cauda araquidonil ligada ao grupamento reativo serina (Balsinde et al.,
1999). MAFP nao tem efeito sobre as sPLA,, ja que o centro catalitico desse

grupo de enzimas € um grupamento histidina.

n—u=0

Methyl Arachidonyl Fluorophosphonate (MAFP)

Figura 21: Estrutura quimica do MAFP

Todavia, os ensaios de inibicao com MAFP, além da inibicdo da
cPLA; e iPLA,, ou seja, nas condicbes de ensaio ideais para os dois grupos
da enzima (100 pM de CaCl, e fosfatidilcolina com acido araquiddnico

marcado com '*C para cPLA,, e auséncia de calcio e fosfatidilcolina com
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acido palmitico marcado com '*C para iPLA), houve inibicdo também da
sPLA; (5mM de CaCl, e fosfatidilcolina com acido araquidénico marcado
com '“C) conforme ilustram as figuras 13 e 14. Esses dados sugerem que
apesar do mecanismo de acdo do MAFP ser a interacdo direta com o sitio
ativo serina, podem ocorrer mudangas que levariam a interagdo com outros
sitios ativos, ou ainda provocando alteracées na estrutura do substrato, que

também levaria a uma inibicdo ndo especifica (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 oxidacao,
fazendo com que seu efeito inibitério seja o oposto do esperado, ou seja,
essa forma de MAFP inibiria as sPLAz, mas nédo as cPLA, O efeito de
inibicdo sobre a cPLA, ocorreria com a forma comercializada em solugéo de
metil acetato. Nossos testes com as duas formas do inibidor n&o
apresentaram diferencas na forma de inibicdo; ambos inibiram os diferentes
grupos de PLA: (figura 15). Mediante esses resultados, ndo podemos
concluir se a forma de apresentacdo do substrato pode acarretar uma
inibicao inespecifica. Para confirmar esses achados seria necessario utilizar

grupos isolados e purificados da enzima.

O BEL € um potente e irreversivel inibidor da iPLA2. A inibicdo com
BEL é 1000 vezes mais potente e seletiva sobre a iPLA> do que sobre os
grupos de PLA, dependentes de célcio (cPLA; e sPLA,) (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 iPLA, devido a sua semelhanga com
plasmalégenos, que sédo substratos para esse grupo da enzima, enquanto
que as cPLA,, por exemplo, tém preferéncia em hidrolisar fosfatidilcolina
(Farooqui, 1999). O BEL foi desenvolvido, a principio, 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 iPLA,, promove a formacgéo de
um composto enzimatico intermediario, a pseudo enzima bromomethyl keto
acid (BMKA), que por sua vez possui reatividade suficiente para provocar
inativacdo  catalitica de outras enzimas que possam  estar

concomitantemente presentes (Song et al., 2006).

Figura 22: Estrutura quimica do Bromoenol Lactone (BEL)

Em nossos estudos de inibicdo com o BEL em plaquetas, onde
confirmadamente estdo presentes diferentes grupos de PLA,, ndo houve

inibicao especifica da iPLA,, e sim inibicdo de todos os grupos de PLA,, nas
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condi¢des consideradas ideais para cada um. O aumento da concentragao
de BEL realmente pode levar a inibicdo da cPLA; e da sPLA,. Porém,
ocorreram inibicdes em concentracdes baixas e o ICsy foi aproximadamente
100uM, sugerindo que a inativacdo da enzima pode ocorrer por outros

mecanismos como a alquilacao pela BMKA.

Verificamos que em plaquetas, onde diferentes grupos de PLA:
ocorrem concomitantemente, ndo é viavel construir curvas com
concentracdes crescentes de inibidores a fim de se determinar dois ou mais
ICs0, um para cada grupo da enzima. Esses achados confirmam alguns
estudos sobre os diferentes mecanismos de acédo desses inibidores, o0s
quais levariam a inibicdo de diferentes formas da enzima, ou ainda, em
concentracdes altas interfeririam na integridade do substrato levando a uma

inibicdo inespecifica da atividade enzimatica (Lucas e Dennis, 2005;

Farooqui et al., 1999).

Quando se utilizam condicdes ideais para determinar a atividade de
um grupo da PLAz, o uso de inibidores e o conhecimento de seus
mecanismos de acdo sdo fundamentais para confirmagdo da presenca de
determinado grupo da enzima. Um exemplo claro é a utilizacdo do BEL para
confirmar que a atividade encontrada com o novo substrato proposto, ou
seja, fosfatidilcolina com &cido palmitico marcado com 'C, se devia
realmente a iPLA; e ndo a cPLA.GIVC, que também apresenta atividade

independente de calcio. O subgrupo cPLA-GIVC nao é inibido pelo BEL
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(Lucas e Dennis, 2005), portanto, a inibicao de 96% da atividade enzimatica,

conforme demonstra a figura 20, confirma a presenca da iPLA>.



70

6. CONCLUSOES

Estabeleceu-se um método preciso e sensivel para determinar a

atividade dos diversos grupos de PLA, presente em plaquetas.

A utilizacdo das propriedades especificas de cada grupo de PLA,,
bem como, de seus inibidores e ativadores sao 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 PLA,, deve ser feito com cautela, levando-se em conta
0S mecanismos de acdo e as limitagbes de cada um. Principalmente,
quando se trata de amostras biolégicas complexas, com mais de um grupo
da enzima presente. Porém, o uso desses inibidores para confirmar a

presencga da enzima é fundamental.

As plaquetas, amostra utilizada nesse estudo, expressam pelo menos
uma enzima de cada um dos trés principais grupos de PLA,: sPLA2, cPLA2
e iPLA,, Podendo entdo, ser utilizadas como células periféricas para estudos

de alterac6es de atividade da PLA.

As alteracdes da atividade da PLA,, medidas com o método proposto,
poderdo ser utilizadas como um. marcador biolégico periférico para

diversas doencas neuropsiquiatricas.
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