Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto

Departamento de Quimica
M@@HM@A Programa de P6s-Graduagdo em Quimica

RIBEIRAO PRETO

Efeito da suramina na atividade da fosfolipase A,

secretada humana do grupo A

Elisangela Aparecida Aragao

Tese apresentada a Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&do Paulo, como parte das exigéncias
para a obtenc&o do titulo de Doutor em Ciéncias, Area:

Quimica

RIBEIRAO PRETO -SP

2008



Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto

Departamento de Quimica
M@@HM@A Programa de P6s-Graduagdo em Quimica

RIBEIRAO PRETO

Efeito da suramina na atividade da fosfolipase A,

secretada humana do grupo A

Elisangela Aparecida Aragao

Orientador: Richard John Ward

Tese apresentada a Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo, como parte das exigéncias
para a obtenc&o do titulo de Doutor em Ciéncias, Area:

Quimica

RIBEIRAO PRETO -SP

2008



FICHA CATALOGRAFICA

Aragao, Elisangela Aparecida
Efeito da suramina na atividade da fosfolipase A, secretada
humana do grupo IIA.

Ribeirdo Preto, 2008.
94 p. :il. ; 30cm
Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Filosofia,

Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP — Area de concentragio:
Quimica.

Orientador: Ward, Richard John.

1. Fosfolipases A,. 2. mutagénese sitio dirigida. 3. atividade
bactericida. 4. Suramina. 5. danificagdo de lipossomos




Dedico este trabalho

A Deus pela vida e por estar sempre me protegendo!!!!

“0O Senhor é meu pastor e nada me faltara”.
(SALMO 22)



Aos meus pais, Walter e Amélia, pelo imenso amor que sempre me
deram, pela confianga, dedicagdo e pela paciéncia em todos os
momentos da minha vida!ll.

MUITO OBRIGADA POR TUDOIIAMO VOCESH

A toda minha familia (irmdos, cunhadas, cunhado e sobrinhos)
pelo apoio e pelo carinho e amor que sempre proporcionaram! Muito

obrigada por tudo!!ll Amo vocés!!!

A minha segunda familia (Julia, sobrinhos e cunhados) pela

paciéncia, carinho e forgcallMUITO OBRIGADA!IAmo vocés!

Ao Paulo, AMOR DA MINHA VIDA, pela paciéncia, companheirismo,
e pelo carinho e amor que sempre me dedicoul!

(NAO VIVO SEM VOCEITE AMOII)



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Richard John Ward pela amizade, por confiar na minha capacidade, pelo incentivo,
compreensdo com as minhas dificuldades e pela 6tima orientagdo durante todo o desenvolvimento
deste projeto. MUITO OBRIGADA POR TUDO!!!!

A FAPESP pelo apoio financeiro e 8 CAPES e Pro-reitoria de pesquisa da Universidade de Sdo Paulo
pelo apoio financeiro ao laboratorio;

Ao Prof. Dr. Pietro Ciancaglini, pelo qual tenho grande admirag&o e carinho. Pela amizade, confianga,
carinho e incentivo durante todo esse periodo, disponibilizando seu laboratério integralmente. Muito

A Prof2.Dra. Lucia Helena Faccioli pela colaboracio nos experimentos de ativagdo de macréfagos.

Ao Prof. Dr. Antonio Claudio Tedesco do Depto. de Quimica da FFCLRP pela disponibilizacdo do
fluorimetro de seu laboratorio;

A Prof. Dr. Wagner Ferreira dos Santos pelas sugestdes e corre¢des da qualificagio;

Ao Prof. Dr. Jodo Santana da Silva pela colaboragdo e ajuda fundamental nos experimentos de
citometria de fluxo;

Ao Prof. Dr. Jodo Atilho Jorge pela colaboracéo, fornecendo-nos a cepa de Micrococcus luteus
(ATCC 9341);

Em especial, a minha amiga Alexandra Ivo de Medeiros pelo carinho, amizade e pela imensa ajuda e
orientacdo durante todos os experimentos de ativacdo de macrdofagos e outras colaboragdes mais!!!
Muito obrigada por tudo que vocé fez por mim!!!

A minha grande amiga Lucimara Chioato, pela qual tenho total admirag&o e carinho. Pela amizade e

Em especial, a técnica lvana Aparecida Borin, minha amiga e pessoa fundamental que me ajudou em
todos 0s momentos durante este projeto. Muito obrigada mesmo!!!

Ao técnico Milton Rosa Alves pela amizade e ajuda fundamental nos experimentos realizados e
necessidades durante todo o projeto. Ah, Miltinho, e 0 nosso timdo, hein!!!Obrigada por tudo, meu
amigo!!

Aos funcionarios da secretaria da Quimica e da CPG da FFCLRP-USP, em especial, a Lamia, Bel,
André, Sbnia, Maria e Inés pela amizade e eficiéncia em todos 0s momentos. Muito obrigada!!!

Ao pessoal do laboratério de Analises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatoldgicas, em especial, a
Adriana Secatto pela atencdo, amizade e pela eficiéncia e dedicacdo nos experimentos
realizados!!!'Muito obrigada pela ajuda!!!

Aos amigos Davi Serradella e Marcos Lorenzotti pela amizade e colaboracdo nos experimentos de
simulagdes de dindmica molecular!!Muito obrigada!!

A minha amiga Raquel Fonseca (Rach), minha pupila e companheira, pela amizade e pela imensa
ajuda em todos os momentos dificieis e de alegrial

A minha amiga Tatiana Lopes Ferreira (Taty Lopes) pela amizade e pela grande ajuda nos
experimentos de lipossomos!!Muito obrigadal!!!



Aos amigos de laboratério Laila Deliberto, Juliana Alponti, Leila Spinola, Arthur Henrique Cavalcanti
de Oliveira, Roberto Ruller, Carla, Patricia, Plinio, Gisele, Lucas e Gilvan pela ajuda no laboratério,
pelas discussdes e pelos momentos de descontracdo. Valeu galera!!!Muito obrigada!!!

Aos amigos do meu segundo laboratério, Carolina, Tony, Ana Maria, Luis Eduardo, Maité e Juliana
pelos quais tenho total admiracdo e carinho!!! Pela ajuda durante boa parte do projeto e pelos
momentos felizes e descontraidos!!!Pelo cafezinho, baguetadas, enfim, se eu fosse enumerar ndo
acabaria mais!!!!Muito obrigada por tudo!!!

Ao0s meus sobrinhos, Bianca e Rick, e ao Paulo, meu amor, pela abengoada ajuda na impresséo deste
trabalho!!"Muito obrigada, meus amores!!'!l Amo vocés!!

Por fim, a todos os docentes, funcionarios, técnicos e amigos da FFCLRP-USP que me ajudaram de
alguma forma, mas que pela correria, esqueci de mencionar. O meu muito obrigado!!!



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt bbbt I
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt bt be e s s I
ABSTRACT et b et b bbbt b ettt b bbb n s \Y
RESUMO ...ttt b ettt e et et e st e b e be e beeReese et et e testenbennenreane e VI
L INTRODUGAOD ...ttt sttt sttt sttt 1

1.1. Estrutura de PLA2S d0S grupoS I € Tl ....c.ooiiiiiiiieeee e 4

1.2. PLA; secretada humana do grupo HA (hSPLA2 gHA) ....ooveeieieeececeee e 8

T [0 1T oo (o] (oo [T o Y A SRR 10

LA, SUFBIMING. ..ttt bbb bbbt s e bt e bbbt bt e b et e b e b e st bt beenes 12

1.5. Base estrutural da interagdo de Suramina COmM PLARS ....ocvvvieiiiiriieieee e 14

2. OBJIETIVOS ...ttt bbb bbbt b e bbb anes 15
3. MATERIAIS E METODOS ...ttt nes s enes s ssne s 16

3.1 MULANEES €SCOINIUAS. ... .eviiieiieiieiee e et 16

3.2. Expressao de hsPLA; gllA recombinante em Escherichia coli BL21 (DE3){pLysS}

(000] 00101 (=] 0 (=TSP TPR 16
3.2.1. Preparagdo de células competentes de BL21 (DE3){pLYSS}....cccvvvrrvvrerrieneninnee 17
3.2.2. Transformacdo de BL21 (DE3){pLysS}e inducdo de exXpressao...........ccoovevveenene. 17

3.3. Isolamento dos cOrpos de INCIUSED ........c..oiiriiiiiiiiece e 18

3.4. Modificacdo quimica de hsPLA; gllA e solubilizacao dos corpos de incluséo............ 19

3.5. Enovelamento da hSPLAG GHA ... 20

3.6. Purificacdo de hsPLA; glIA recombinante € Mutantes ..........cccccevveveieeiecieseecie e, 21

3.7. DICrOISIMO CIFCUIAN .....c.viveiiecieeeeiee ettt e e e b e nreeneene e 21

3.8. Testes de ativacao de macrdfago através da producédo de 6xido nitrico...........c.ccueee.e. 23
3.8.1. Manutencéo de linhagens CElUIAreS ............coveiieiiiei e 23
3.8.2. Quantificagao de NItritd (NO2-) ....ooviiiiiiiiiiieiee e 24
3.8.3. AlIVIAAAE CITOTOXICA. ... vvveivierieiieieie sttt st st srenneas 25

3.9. Atividade DACLErICIHA. ........oieeieiie et 25
3.9.1. Contagem de Unidades formadoras de col6nias (CFU) em placas de Petri........... 25
3.9.2. CItomMetria de FIUXO ......ceeieeie et 27

3.10. Teste de atividade enzimatica através de indicador de acido graxo livre.................... 29

3.11. Atividade de liberagdo de calceina encapsulada em lipoSSOMOS...........cccvverereeenecnnns 31
3.11.1. Preparacao dos lIPOSSOMOS......cc.ecviiiieireiiesieeite et ste et ste et sre e 31
3.11.2 - Dosagem de fosfato dos fosfolipidios. ........ccuoeriireniiniec e 33
3.11.3. Liberacdo de calceina encapsulada em lipoSSOMOS..........ccccovevveiieieiieiie e, 33

3.12. Calorimetria de titulagdo iSOtErmMiCa (CTH)....coeeiiiiieise e 34

3.13. DINAMICA MOIBCUIAN .......couiiiieiieiieiee et 35

3.14. Testes de caracterizagdo dos efeitos de suramina contra as atividades das hsPLA,s

OHLA TECOMDINANTES .....vieiiieciie ettt st e et e e st e e s beesrteesbeeasbeearneereeas 37
3.14.1. Teste de afinidade e mapeamento do sitio de ligacdo de suramina em hsPLA,
gllA medida através de fIUOrESCENCIA ........cceevviiiiiicce e 37
3.14.2. Coeficiente de extingdo molar de SUraming...........cocevererinienieiene s 38

4, RESULTADOS ...ttt sttt b e bt e e s e s et e e et e nteebeareeneanes 39

4.1. Expresséo, enovelamento e purificagdo da hsPLA; gl1A e mutantes............c.ccoceveeee. 39
4.1.1. Purificacdo das proteinas recombinantes mutantes da hsPLA; gllA ...........c......... 39
4.1.2. Dicroismo circular da hsPLA; gllA tipo selvagem e mutantes............c.ccocevvrvnnnne 40

4.2. Teste de atividade enzimatica através de indicador de acido graxo livre...................... 41

4.3.Caracterizagéo do efeito da suramina nas atividades bioldgicas da hsPLA; gllA ....... 43

4.3.1. Atividade de ativagdo de macrofago através da producdo de oxido nitrico ........... 43



4.3.2. Atividade DACIEIICIUA. .......cveieieieie e 47
4.4. Caracterizacgao do efeito da suramina nas atividades da hsPLA; gllA contra

MEMDIANAS AITITICIAIS ......oviitiii i bbb 50
4.4.1. Atividade de danificacdo de membranas independente de Ca®"..........cc.ccooevvennne. 50
4.4.2. Atividade hidrolitica da hSPLA, gHA ......cviiieeeeceee e 54

4.5. Caracterizagao estrutural da interagad da suramina com a hsPLA; gllA recombinante

.............................................................................................................................................. 55
4.5.1. DINAMICA MOIECUIAT........ooiiiiiieiiee e 55
4.5.2. Calorimetria de titulacdo iSOtermica (CT1)......ccceeveiieeiieii e 58
4.5.3. Teste de afinidade e mapeamento do sitio de ligacdo de suramina em hsPLA; gl1A
medida através de FIUOTESCENCIA ........cveviiiiieieiir e 60
4.5.4. Avaliacgdo da estrutura secundaria da hsPLA, gllIA apos ligacdo com a suramina..
.......................................................................................................................................... 64

5. DISCUSSAOD ...ttt 67
8. CONCLUSOES. ...ttt 84

7. REFERENCIAS ..ot e ettt et et e e e e e e et e et e et e e s e e e ees e, 85



LISTA DE ABREVIATURAS |

ABREVIATURAS

ADIFAB: proteina de ligagdo de &cido graxo
intestinal marcada com acrilodan

AA: 4cido araquiddnico

BthTX-I: bothropstoxina |

CD: dicroismo circular

cDNA: DNA complementar

CFU: unidade formadora de colonias

Cho: colina

CLAE: cromatografia liquida de alta
eficiéncia

CONF-1: configuragdo 1

CONF-2: configuragdo 2

cPLA,: fosfolipase A, citosolica

DAG: diacilglicerol

DO: densidade 6tica

DOPC: dioleoil fosfatidilcolina

DOPG: dioleoil fosfatidilglicerol

DMSO: dimetilsufoxido

DTNB: acido 5,5 -ditiobis 2-nitrobenzoico
EDTA: &cido etilenodiamintetraacetico
FA: acido graxo

GdnHCI: hidrocloreto de guanidina
HEPES:4-(2-Hidroxiethil)1-4cido
piperazineethanesulfonico

hsPLA, gllA: fosfolipase A, secretada
humana do grupo 1A tipo selvagem

i-face: sitio de reconhecimento interfacial
iPLA,: fosfolipase A, independente de Ca®*
IPTG: isopropil- B-D-tiogalactopiranosideo
LysoPC: lisofosfolipidio

LPS: lipopolissacarideo

MTT: 2,5 - Difenil brometo de tetrazolium
NEED: naftiletilenodiamina

NTSB: 2-nitro-5-(sulphotio)-benzoato

PA: acido fosfatidico

P-Cho: fosfocolina

PCR: reagdo em cadeia de polimerase

PLA: fosfolipase A;

PLAs: fosfolipases A,

PLB: fosfolipase B

PLC: fosfolipase C

PLD: fosfolipase D

PM: polimixina

PAF-AH: fator de agregacdo de plaquetas-
acetilhidrolase

PET: plasmideo para expressao pela T7 RNA
polimerase

PLA,-Asp49: fosfolipase A, com residuo de
acido aspartico na posicdo 49

PLA,-Lys49: fosfolipase A, com residuo de
lisina na posigdo 49

SBF: soro bovino fetal

SDS: dodecilsulfato de sédio

SG: sytox green

sn-2: sequiencialmente numerada no carbono 2
do fosfolipideo

SPLA, : fosfolipase A, secretada

SRI: sitio de reconhecimento interfacial
SUR-1: extremidade da suramina 1

SUR-2: extremidade da suramina 2

UV: ultravioleta

CTI: calorimetria de titulacdo isotérmica

DM: dindmica molecular

IPI: potencial intermolecular de interagcdo

PE: energia potencial

NO: éxido nitrico



LISTA DE FIGURAS Il

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Hidrolise de fosfatidilcolina pela PLA;, PLA,, PLB, PLC e PLD, e 0s
respectivos produtos da reagao (M PArENTESES)........cccveuerierrierierieenieeie e siee e sree e seesseeneas 1

FIGURA 2: Representacio em fita da estrutura tridimensional de uma PLA; de
Crotalus atrox (Brunie, Bolin et al., 1985)..........ccccoiiiiiiieiiccccce e 5

FIGURA 3: Mecanismo de triade catalitica de PLA;s. (A) Representacdo em fita de uma
PLA,-Asp49 de Gloydius halys pallas (Zhao, Song et al., 1998); (B) Representacao
esquematica do mecanismo catalitico proposto para PLALS. ......cccvevvereeiesieeie e seese e 7

FIGURA 4: Estrutura da suramina, um naftiluréia polissulfonado. .............c.cccccoveinnnine 13

FIGURA 5: Esquema ilustrativo da desnaturacédo e modificacdo quimica de proteinas

sob a forma de corpos de INCIUSAO. .........ccouiiieiiee e 19
FIGURA 6: Esquema ilustrativo do ensaio bactericida. ............ccoovvvenenieneninene e 26
FIGURA 7: Representacao esquematica de um citdmetro de fluxo. .......ccccccevevvivcnnen, 27

FIGURA 8: Titulagdo monitorada por fluorescéncia do ADIFAB com acido oléico a

FIGURA 9: Diagrama de formacao de lipossomos pelo método de evaporacao de fase
reversa..32

FIGURA 10: Esquema ilustrativo do teste de liberacdo de calceina encapsulada em
[T 0T ES3 1o 1 1 o TSP USPRORUSN 34

FIGURA 11: Curva padrao da absorbancia de suramina............ccccceeveieiieinesesnesnennens 38

FIGURA 12: Cromatograma da purificacdo da hsPLA; gllA tipo selvagem e mutantes
em coluna de troca cationiCa SOUICE 15S. ......ccvoeiieiiee e 39

FIGURA 13: Espectro de dicroismo circular na regido UV-distante de hsPLA; gllA tipo
selvagem e proteiNas MUEIANTES. .........ccoiiiieieeie et 41

FIGURA 14: Hidrdlise fosfolipidica da hsPLA; gllA tipo selvagem e proteinas mutadas
no sitio ativo na presenca de Ca®*. Razéo da intensidade de fluorescéncia (1) em 505 e 425
nm apos a adi¢do de 0,1 pg/mL da hsPLA; glIA tipo selvagem e 30 pg/mL das mutantes
G30S, HABQ € DAOK ... oottt ettt e be s et etenreereereereens 42

FIGURA 15: Atividade hidrolitica da hsPLA; gllA tipo selvagem e proteinas mutadas
NO Sitio AtiVO NA PreSENCa 08 Ca® .. ...t 43

FIGURA 16: Avaliacdo da ativacao de células de macrofagos U937 pela agdo da hsPLA,
glA através da producGao e NITFITO.. ......oceiiriiiiirieee s 44



LISTA DE FIGURAS 111

FIGURA 17: Avaliacdo da ativacao de células de macrdéfagos RAW 264.7 pela acdo da
hsPLA; gl A através da produca@o de NItFIt0.. ......cc.cooveiiiieiiiiieee e 45

FIGURA 18: Avaliacdo da ativacao de células de macréfagos RAW 264.7 pela acao da
hsPLA; gllA tipo selvagem e mutantes atraves da producao de nitrito. ............c.cceevvenee 46

FIGURA 19: Efeito da suramina na atividade de ativacdo de macrofagos RAW 264.7 da
NSPLAZ GHA TIPO0 SEIVAGEIM.. ...eiiiie ettt s sre e 47

FIGURA 20: Efeito de suramina na atividade bactericida da hsPLA; gllA tipo
=] LY=o =1 SRS 48

FIGURA 21: Histogramas do efeito de suramina na atividade bactericida da hsPLA;
gllA contra M.luteus fornecidos através da citometria de fluxo...........ccocooeviiniicineen. 49

FIGURA 22: Porcentagem de liberacgéo de calceina induzida pela hsPLA; gllA............ 51

FIGURA 23: Efeito de suramina na liberacéo de calceina induzida por hsPLA; gl1A em
lipossomos compostos de 1:1 DOPC:DOPG.. ......ccccceiieiiiieiee e 52

FIGURA 24: Efeito da suramina na liberacao de calceina induzida por hsPLA;, gllA e
mutantes em lipossomos compostos de 1:1 DOPC: DOPG.. .....ccccccovviieiininin e 53

FIGURA 25: Porcentagem de inibicdo da atividade de liberagdo de calceina da hsPLA,
gllA tipo selvagem e mutantes, em lipossomos compostos de 1:1 DOPC:DOPG, pela
o Tox= (oI 0 b= TR 01 =0 1T VSR 54

FIGURA 26: Efeito da suramina na atividade hidrolitica da hsPLA; gll1A tipo selvagem.

FIGURA 27: (A) Estrutura quimica da suramina mostrando a divisdo da molécula
(regides denominadas de SUR-1 e SUR-2) para analise dos dados de simulacao
molecular. (B) e (C) Representacdo em superficie sélida do complexo hsPLA, gllA/suramina
com vista para o sitio de reconhecimento interfacial (SRI) da proteina, mostrando as regides
SUR-1 (verde) e SUR-2 (vermelho) da SUramiNa.. ........ccceveevieerieiienieeie e sre e 56

FIGURA 28: Trajetorias da energia potencial (PE) para o complexo hsPLA,
GHTATSUIAMINA. ...t e bbbt b bttt b ettt b e enes 58

FIGURA 29: Curva calorimétrica da interagéo entre a suramina com a hsPLA; gl1A
obtida pela técnica de calorimetria de titulacao isotérmica (CT1)......cccocevvvviiieniinnnnnne. 59

FIGURA 30: Intensidade de fluorescéncia da interacdo da suramina com hsPLA; gl1A
pela variacdo do comprimento de onda (L) de emissao da suramina. ............ccoeceeeverevennnne 60

FIGURA 31: Afinidade da suramina com hsPLA; gllA pela concentracéo de suramina.
.................................................................................................................................................. 61

FIGURA 32: Intensidade de fluorescéncia da afinidade da suramina com hsPLA; gl1A
tipo selvagem e mutantes pela concentracao de SUramina.. ........cccoceeveeieeneenesieeseenesnenne 62



LISTA DE FIGURAS IV

FIGURA 33: Espectro de dicroismo circular na regido UV-distante de hsPLA; gllA tipo
selvagem, na auséncia e na presenca de SUFAMINAL . .....ccooeierereneneneeiee s 65

FIGURA 34: Espectro de dicroismo circular na regido UV-distante de hsPLA; gllA tipo
selvagem, na auséncia e na presenca de suramina: inversao da posicdo da amostra.. .... 66

Tabela | - Estimativa das constantes da afinidade de suramina pelas proteinas.............. 63



RESUMO V

RESUMO

As fosfolipases A, (PLA.s, ou fosfatidil-acil hidrolases EC 3.1.1.4) catalisam
especificamente a hidrolise das ligacdes acido-éster na posicao sn-2 de glicerofosfolipidios
liberando, como produto da catélise, acidos graxos e lisofosfolipidio. Sdo encontradas em
plantas, mamiferos e em veneno de animais vertebrados e invertebrados e estdo envolvidas
em uma ampla variedade de processos fisiologicos. A fosfolipase A, secretada humana do
grupo A (hsPLA; gllA) é uma proteina de fase aguda da resposta imunoldgica, pois sua
expressdo € induzida por endotoxinas e citocinas via processos autocrinos e/ou paracrinos
durante processos inflamatorios de relevancia clinica. A hsPLA, gllIA mostra efeito
bactericida contra infeccdo por Staphylococcus aureus, e tem marcada preferéncia por
fosfolipidios anibnicos tais como fosfatidilglicerol (PG) encontrados em membranas
bacterianas.

Uma grande variedade de inibidores de PLA, do grupo IlA foi descrita na literatura,
incluindo substancias polianidnicas que atuam contra os efeitos inflamatorios destas enzimas.
Suramina é um derivado de naftiluréia polissulfonado que recentemente mostrou ligacdo com
os residuos catibnicos no sitio de reconhecimento interfacial de Bothropstoxina-1 (BthTX-1),
uma PLA,-Lys49 isolada do veneno de Bothrops jararacussu, inibindo a atividade miotdxica
da proteina. Devido ao tipo de interacdo diferenciada da suramina com BthTX-I em relacdo
aos inibidores competitivos de PLA,, nds avaliamos a especificidade de ligacdo da suramina
na hsPLA, gllA como um modelo para estudar este novo tipo de inibidor de PLAs.

O efeito da suramina nas atividades bioldgicas e de membranas artificiais da hsPLA;
gllA foi avaliado. A suramina aboliu tanto a atividade hidrolitica da hsPLA; gllA quanto a
atividade de danificacdo de membranas artificiais Ca?* independente. Embora a suramina néo
tenha inibido a atividade bactericida da hsPLA; gllA contra a linhagem Micrococcus luteus,

a ativacdo de macrofagos foi abolida pela mesma de maneira dependente de hidrolise.



RESUMO VI

Além disso, técnicas de simulacdo de dinamica molecular, calorimetria de titulacao
isotérmica e mutagénese sitio dirigida foram utilizadas para mapear os sitios de ligacdo da
suramina na proteina. A interacdo da suramina com a hsPLA;, gllA resultou de interacdes
eletrostaticas entre grupos sulfonados com cadeias laterais de aminoacidos da regido do sitio
ativo e dos residuos em torno das posi¢des 15 e 116 localizados, respectivamente, na N- e C-
terminal. Portanto, estes resultados permitem sugerir que a suramina pode atuar como inibidor

de sPLA,s.



ABSTRACT VII

ABSTRACT

Suramin is a polysulphonated napthylurea used as an antiprotozoal drug that presents
inhibitory activity against a broad range of enzymes. We have evaluated the effect of suramin
against the artificial and biological activities of the secreted human group 1A phospholipase
A, (hsPLA; GIIA), a protein involved in inflammatory processes. To map the suramin
binding sites on the hsPLA; gllA, proteins with mutations in the active site region and in the
protein surface that makes contact with the phospholipids membrane were expressed in E. coli
and refolded from inclusion bodies. The activation of macrophage cell line RAW 264.7 by
hsPLA, GIIA was monitored by nitric oxide release, and bactericidal activity of the protein
against Micrococcus luteus was evaluated by colony counting and by flow cytometry. The
hydrolytic activity of the hsPLA, GIIA against lipossomes composed of a mixture of
dioleoylphosphatidylcholine/dioleoylphosphatidylglycerol (DOPC/DOPG) was inhibited by a
concentration of 100 nM suramin. The activation of macrophages by hsPLA, GIIA was
abolished at protein/suramin molar ratios where the hydrolytic activity of the enzyme was
inhibited. In contrast, both the bactericidal activity of hsPLA, GIIA against Micrococcus
luteus and permeabilization of the bacterial inner membrane were unaffected by suramin
concentrations up to 50 uM. The affinity of interaction of the suramin with hsPLA, gllIA was
evaluated by suramine fluorescence and the mutants K15A, K38A, R54A and K123A
presented a reduced affinity. The binding of the suramin/hsPLA,glIIA complex was
investigated by molecular dynamics simulations, which indicated two conformations of the
bound inhibitor, which involve cationic amino-acid side chains in the active-site region and
residues around positions 15 and 116 located in the N- and C-termini respectively in the
substrate recognition surface. These results were correlated with isothermal titration
calorimetry data, which demonstrated 2.7 suramin-binding sites on the hsPLA,gllIA. These

results suggested that suramin represents a novel class of phospholipase A, inhibitor.
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1. INTRODUCAO

As fosfolipases sdo enzimas hidroliticas que estdo agrupadas nas familias A; (PLA,),
A; (PLA,), B (PLB), C (PLC) e D (PLD) de acordo com a ligacao hidrolisada no fosfolipidio
(figura 1). As fosfolipases A, (PLA;) ou fosfatidil-acil hidrolases (EC 3.1.1.4) catalisam
especificamente a hidrolise das ligagdes acido-éster na posicao sn-2 de glicerofosfolipidios
liberando, como produto da catélise, acidos graxos e lisofosfolipidios (Van Deenen e De
Haas, 1963), sendo a hidrdlise realcada sobre substratos agregados micelares e lamelares, em
membranas ou ainda, na interface agua-lipidio (Ramirez e Jain, 1991).

As PLA,s estdo envolvidas em uma ampla variedade de processos fisiologicos
incluindo digestdo fosfolipidica, remodelagem de membranas, defesa do hospedeiro e também
participam de processos patofisioldgicos atraves da producdo de mediadores lipidicos tais
como prostaglandinas e leucotrienos. O fato de exibirem funcédo central em diversos processos
celulares faz com que as PLA,s sejam alvos de muitos estudos, com o objetivo de

correlacionar estrutura com fungéo da enzima.

Cho
|
o
| = - PLD (PA + Cho)
O=P-O-
C‘)< ---------------- - PLC (DAG + P-Cho)
|
HZC‘:— HC — CH,
\
(e} (e}
(1-lysoPC + FA) PLA; ——— > I g - PLA, (2-lysoPC + FA)

[ G PLB (glicerol-P-Cho+ FA)

FIGURA 1: Hidrolise de fosfatidilcolina pela PLA;, PLA,, PLB, PLC e PLD, e o0s respectivos
produtos da reacdo (em parénteses). As fosfolipases A, hidrolisam especificamente a ligacdo éster
sn2 de fosfolipidios e liberam, como produto da catalise, acido graxo e lisofosfolipidio. Cho, colina;
DAG, diacilglicerol; P-Cho, fosfocolina, FA, acido graxo. Em verde estdo destacados os acidos graxos

sn-1 e sn-2 e em azul o grupo polar colina associado ao fosfato.
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As fosfolipases A, constituem uma classe diversificada de enzimas com relacdo a
localizagdo, regulacdo, mecanismo, sequéncia de aminoacidos e estrutura. Existem cinco
principais subfamilias de fosfolipases A,: PLA,s secretadas (SPLA;), PLA,s citosélicas
(cPLA,), PLA,s independente de Ca** (iPLA), as PAF-acetilhidrolases (PAF-AH) e as
PLA,s lisossomais. A revisdo mais recente (Schaloske e Dennis, 2006) classifica as PLAS
descritas na literatura dentro de 15 grupos de acordo com a similaridade da sequéncia de
aminoacidos e pontes dissulfeto.

As PLA, secretadas compreendem os grupos I, 11, 111, V, IX, X, Xl e XII, X1l e XIV.
Sdo enzimas interfaciais encontradas em plantas, mamiferos e em veneno de animais
vertebrados e invertebrados, de baixo peso molecular, dependentes de Ca®* e estdo implicadas
na digestdo fosfolipidica, geracdo de mediadores lipidicos, proliferacdo celular, exocitose,
atividade bactericida, cancer e doengas inflamatdrias. As sPLA,s do grupo | sdo enzimas
encontradas tanto no suco pancreatico de mamiferos como no veneno de serpentes das
familias Elapidae e Hidrophidae. Apresentam massa molecular de 13 a 15 kDa e 14 residuos
de cisteinas que formam 7 pontes dissulfeto. Ao grupo Il pertencem as SPLA,s do veneno de
serpentes das familias Viperidae e Crotalidae e do fluido sinovial de mamiferos (grupo I1A),
do veneno da vibora Gaboon (grupo 11B), do testiculo de camundongos (grupo IIC), do baco e
pancreas de camundongos/humanos (grupo IID), do dtero, coracdo e cérebro de
camundongo/humano (grupo 1IE) e do embrido e testiculo de camundongos (grupo 1IF). Séo
enzimas que apresentam massa molecular de 13-17 kDa e contém de 6 a 8 pontes dissulfeto.
As proteinas dos grupos | e Il apresentam uma grande similaridade em suas sequéncias de
aminoacidos e homologia estrutural. As sPLA,s do grupo Il incluem enzimas dos venenos de
abelhas, lagartos e também sdo encontradas nos exudados inflamatorios e granulos de
plaquetas e mastdcitos. O grupo V € composto de sPLA,s encontradas em macrofagos,

coracdo e pulmdo de mamiferos e sdo expressas principalmente em resposta a estimulos
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inflamatdrios. Ao grupo IX pertencem as sPLA,s isoladas do veneno de um gastropodo
marinho. O grupo X compreende sPLA,s isoladas do timo, bacgo e leucocito humano. O grupo
XI apresenta SPLA,s isoladas de plantas e ao grupo XII pertencem enzimas de 20 kDa
isoladas de células T-helper. O grupo XIII pertencem enzimas isoladas de Parvovirus com
massas moleculares inferiores a 10 kDa e sem nenhuma ponte dissulfeto. Finalmente ao grupo
X1V pertencem as enzimas isoladas de bactérias e fungos simbidticos Tuber borchii contendo
apenas duas pontes dissulfeto.

Em contraste as PLA,s secretadas, as PLA,s citosdlicas compreendem o grupo IV
composto de enzimas que apresentam de 61 a 114 kDa e sdo encontradas no baco e tiredide de
humanos (grupo IVF), no cérebro e coracdo humanos (grupo IVE), em células epiteliais
humanas (grupo IVD), no musculo esquelético e cardiaco de humanos (grupo IVC), no
cérebro, coracdo e figado de humanos (grupo IVB) e no figado de rato e plaguetas de
humanos (grupo IVA). As PLAs citosolicas tém recebido mais atencdo como reguladoras da
biossintese do fator de agregacdo de plaqueta (PAF) e eicosandides, devido a liberacdo
seletiva de cido araquidonico. Estas enzimas sofrem translocagdes dependentes de Ca®* do
citosol para as membranas do reticulo endoplasmatico e perinuclear, onde estdo localizadas
varias enzimas associadas com a sintese de eicosanoides, como ciclooxigenases e
lipoxigenases.

As iPLA; (grupo VI) exibem funcdo central na remodelagem de fosfolipidios. Séo
PLA,s citosolicas de massa molecular entre 84-90 kDa, independentes de Ca®* e séo
encontradas no musculo esquelético/cardiaco, testiculo, linfocito e macrofago de humanos. As
PAF-AHs (grupos VII e VIII) pertencem a um subtipo de fosfolipase A, que degrada
especificamente PAF e lipidios oxidados relacionados. Os grupos VII e VIII compreendem
enzimas com atividade de PAF acetilhidrolases sendo pertencentes ao grupo VII aquelas que

apresentam de 40 a 45 kDa e sdo encontradas tanto no plasma quanto intracelularmente no
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figado e rim de humano/bovino e ao grupo grupo VIII aquelas com 26 kDa encontradas no
cerebro humano.

As PLA:s lisossomais (grupo XV) apresentam massas moleculares em torno de 45
kDa e sdo encontradas no cérebro bovino, humano e de camundongo. Foi primeiramente
denominada de 1-O acilceramida sintase, pois promove a esterificagdo do grupo acil com o

grupo hidrolixa na posi¢do C -1 da ceramida usando fosfolipidios como doador de grupos acil.

1.1. Estrutura de PLA;s dos grupos | e 11

Estudos cristalograficos e espectroscopicos contribuiram significativamente para a
elucidacdo de um modelo para a catélise das PLA,s (Scott et al., 1992; Scott et al., 1990a;
Scott et al., 1990b; Verheij et al., 1981). As enzimas que incluem um par aspartato-histidina
no sitio ativo sdo tipicamente extracelulares de baixo peso molecular e requerem
concentraces milimolares de Ca** para exercerem sua atividade catalitica. Por outro lado, os
grupos que utilizam uma serina no sitio catalitico sdo tipicamente enzimas maiores,
intracelulares que utilizam uma serina nucleofilica para a clivagem hidrolitica e que nédo
apresentam nenhuma ligacdo dissulfeto e nenhum requerimento de Ca?* para a catalise.

As estruturas tridimensionais das proteinas dos grupos I, Il e 11l na presenca e auséncia
do cofator Ca®* e de inibidores especificos foram resolvidas por cristalografia de raio-X (Scott
et al., 1990a; Scott et al., 1990b). Como apresentado na figura 2 as PLA;s apresentam duas a-
hélices anti-paralelas conservadas (onde se localizam os residuos do sitio ativo), associadas
com uma alca rica em residuos de glicina, que estd envolvida na ligagdo do Ca®* (Arni e
Ward, 1996; Scott et al., 1990a; Scott et al., 1990b). Sabe-se que as PLA,s de venenos
apresentam especificidade por substratos fosfolipidicos, as quais sdo determinadas pela

topologia de superficie especifica da regido da proteina que interage com a superficie da
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membrana. Estudos cristalograficos, fluorimétricos e de NMR propuseram uma superficie
protéica de ligacdo interfacial comum para as PLA,s. Esta superficie inclui o sitio ativo
(Ramirez e Jain, 1991; Scott e Sigler, 1994) e nos grupos I/1l é definida por uma fenda na
superficie hidrofébica altamente conservada que liga a cadeia de acido graxo do substrato
fosfolipidico, juntamente com um anel de residuos carregados e polares. Esta superficie é
denominada de sitio de reconhecimento interfacial, SRI (Pieterson et al., 1974) ou i-face

(Ramirez e Jain, 1991).

Hélice

curta \
/ Hélice N-terminal
Alca de ligacéo
do Ca?*
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Sitio
ativo

FIGURA 2: Representagdo em fita da estrutura tridimensional de uma PLA, de Crotalus atrox
(Brunie et al., 1985). Estrutura tridimensional tipica das classes | e Il de PLA,s. As principais hélices

e alcas estdo indicadas.

Utilizando a numeracéo de homologia dos grupos | e 1, constatou-se que as posi¢des
dos residuos His48, Asp49, Tyr52 e Asp99 séo altamente conservadas no sitio ativo dos dois
grupos, sendo que, residuos estruturalmente conservados sdo encontrados no grupo Il

(Renetseder et al., 1985). O grupo carboxila do residuo de aspartato presente na posi¢édo 49,
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juntamente com trés oxigénios carbonil da cadeia principal dos residuos Tyr28, Gly30 e
Gly32, estdo envolvidos na ligacdo do Ca** (Thunnissen et al., 1990), o cofator no mecanismo
de hidroélise (Scott et al., 1990b; Verheij et al., 1981). Este cofator orienta tanto o substrato
fosfolipidico, como estabiliza o intermediério catalitico tetraédrico (Scott e Sigler, 1994; Scott
et al., 1990b; Thunnissen et al., 1990) e, na sua auséncia, as PLA,s sdo inativas.

O mecanismo proposto (Verheij et al., 1981) e revisado (Berg et al., 2001) sugere que
os residuos Asp99, His48 e uma molécula de agua formam uma triade catalitica (figura 3A).
A seqiiéncia do mecanismo catalitico proposto ocorre em 3 etapas (figura 3B): (1)
desprotonacao da molécula de agua pela diade catalitica His48/Asp99; (2) ataque nucleofilico
na ligacdo ester sn-2 do glicerofosfolipidio pela dgua desprotonada; e a formacdo do
intermediario tetraédrico, que é estabilizado pelo cofator Ca*"; (3) e finalmente, colapso do
intermedidrio da reacdo, com a liberacdo dos produtos da catalise, &cido graxo e
lisofosfolipidio. O passo limitante da reacdo seria a formacdo do intermediério tetraédrico

quando o grupo 8N do H48 é protonado.




INTRODUCAO 7

A
Asp-99 His-48 (;
%
B I //-—‘\k & R
Z P o e 20, L WY
O O W — No wain H \
. WP y (I)
PL
Ca
Asp-99 His-48 9

Ca’
: %
A SIIJ-(_)Q His-48 "?
H
/-—L Ean r— R
[0 Sl tim ¢
040\ 9nmm H=— N/\/\N: H ~
(l)
PL

FIGURA 3: Mecanismo de triade catalitica de PLA,s. (A) Representacdo em fita de uma PLA,-
Asp49 de Gloydius halys pallas (Zhao et al., 1998); (B) Representacdo esquematica do mecanismo
catalitico proposto para PLAs. Asp 99, His48 e uma molécula de agua formam uma triade catalitica,
na qual a desprotonacdo da molécula de agua pelo residuo de His48 gera o ataque nucleofilico (ver

texto para detalhes).
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1.2. PLA; secretada humana do grupo I1A (hsPLA; gl1A)

A fosfolipase A, secretada humana do grupo IIA (hsPLA; gllA) foi inicialmente
caracterizada como enzima secretada do fluido sinovial (Kramer et al., 1989; Seilhamer et al.,
1989). Entretanto estudos subsequentes tém demonstrado que a hsPLA, gllA apresenta um
amplo padrdo de expressdo em tecidos humanos sendo encontrada em macrofagos (Inada et
al., 1991), células Paneth do intestino (Nevalainen e Haapanen, 1993; Qu et al., 1996), células
da gléandula lacrimal (Aho et al., 1996; Nevalainen et al., 1994), plaquetas (Kramer et al.,
1989), neutréfilos (Wright et al., 1990) e mastécitos (Murakami et al., 1992).

A hsPLA; gllA ¢ considerada uma proteina de fase aguda da resposta imunolégica,
pois sua expressdo é induzida por endotoxinas e citocinas via processos autocrinos e/ou
parécrinos durante processos inflamatoérios (Crowl et al., 1991). Sabe-se que a ativacdo da
resposta imune inata pode ser induzida através de diferentes estimulos, como agentes
infecciosos e seus produtos, materiais toxicos, traumas, particulas ou células estranhas, que
resultam na sintese de diferentes mediadores.

O principal reflexo da resposta imune inata € o processo inflamatério que compreende
uma série de eventos complexos e culminam em alteracdo da microvasculatura e no
recrutamento celular, e que tem como sinais cardinais a dor, o calor, o rubor, o tumor (ou
edema). Alguns estudos tém mostrado que PLA,s secretadas (SPLA,S) contribuem para a
biosintese de mediadores lipidios em células inflamatérias, tais como: mastocitos,
macrofagos, neutréfilos e eosinéfilos (Triggiani et al., 2006). Entre estes mediadores podemos
citar citocinas, quimiocinas, proteinas do sistema do complemento e os derivados dos
fosfolipideos de membrana, como o Fator Ativador de Plaquetas (PAF), metabdlitos do acido
araquidénico (AA) ou leucotrienos e prostaglandinas (Funk, 2001; Luster e Tager, 2004;
Triggiani et al., 2006). O mecanismo, pelo qual as sSPLA,s atuam nestes processos, ainda é

desconhecido (Funk, 2001; Luster e Tager, 2004; Triggiani et al., 2006).
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Em adicdo, a hsPLA, gllA apresenta efeito bactericida contra infeccdo por
Staphylococcus aureus (Laine et al., 1999). Por ser uma proteina basica que apresenta peso
molecular em torno de 14 kD e que apresenta um alto numero de aminoacidos carregados
positivamente localizados na sua superficie (pl>10.5), ela apresenta uma marcada preferéncia
por fosfolipidios anidnicos tais como fosfatidilglicerol (PG) encontrados em membranas
bacterianas (Buckland e Wilton, 2000). Por outro lado, a hsPLA; gllA liga-se fracamente a
interfaces zwiteridnicas presente em membranas celulares de eucariotos (Bayburt et al.,
1993).

A linhagem Micrococcus luteus (M. luteus) foi utilizada como sistema modelo para
avaliar o mecanismo bactericida apresentado pela hsPLA; gllA (Buckland e Wilton, 2000).
Foi sugerido que a atividade bactericida depende da habilidade da hsPLA, gllA em penetrar
na parede celular de M. luteus e hidrolisar fosfolipidios da membrana celular bacteriana,
sugerindo que a natureza catidonica da enzima humana é uma determinante estrutural deste
processo (Beers et al., 2002). Entretanto, o tratamento de M. luteus com baixas concentracfes
da enzima humana falhou em matar a bactéria apesar da extensiva hidrélise de fosfolipidios
da bactéria, evidenciando que a hidrolise sozinha ndo é suficiente para matar a bactéria (Beers
et al., 2002). Estudos realizados em nosso laboratorio (Chioato, 2004) através da utilizacdo de
mutagénese sitio dirigida de hsPLA, gllA mostrou que a mutagdo no sitio ativo da enzima,
qgue diminui a atividade catalitica, manteve um efeito bactericida significativo contra
linhagem M. luteus indicando que o efeito bactericida tem contribuicdo de mecanismos

dependente e independente da catalise.

Além disso, a hsPLA, gllA mostrou sua participagdo no processo de ativacdo de
macrofagos através da expressdo de oxido nitrico (Baek et al., 2000; Baek et al., 2001). Esse
efeito pode ser importante em condicdes patogénicas quando os niveis de hsPLA, gllA sdo

elevados. Embora 0 mecanismo desse processo seja desconhecido, evidéncias sugerem que a
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atividade catalitica das SPLA.s € o principal mecanismo de acdo em tais efeitos (Gelb et al.,
1995; Kudo e Murakami, 2002). Entretanto, alguns autores relatam que a ativacédo de células
inflamatdrias é provocada pela interacdo das sPLA,s com receptores especificos (Lambeau e
Lazdunski, 1999; Triggiani et al., 2006; Triggiani et al., 2005; Valentin e Lambeau, 2000)).
Por exemplo, SPLA,s cataliticamente inativas ainda induzem inflamacao (Fonteh et al., 2001;
Triggiani et al., 2003). A atividade de danificacdo de membranas artificiais pela hsPLA; gllIA
independente da catalise também foi recentemente observada (Chioato, 2004). Com base nos
dados anteriores, uma possivel correlacdo entre as atividades de danificacdo de membranas

artificiais e bioldgicas por mecanismos independentes da catalise merece ser investigada.

1.3. Inibidores de PLA;S

Uma grande variedade de inibidores de PLA,s é encontrada na literatura, atuando
contra os efeitos inflamatérios destas enzimas (Chandra et al., 2002a; Church et al., 2001;
Jabeen et al., 2005; Mihelich e Schevitz, 1999; Ripka et al., 1989; Singh et al., 2005). A
maioria € composta de inibidores competitivos que competem com o substrato fosfolipidico
pelo sitio ativo da enzima. Muitos outros compostos também foram identificados como
inibidores competitivos de PLA;s, dentre eles estdo: compostos inddlicos (Bernard et al.,
2001; Dillard et al., 1996; Draheim et al., 1996; Oslund et al., 2008; Sawyer et al., 2005),
peptideos sintéticos (Chandra et al., 2002b; Singh et al., 2003), vitamina E (Chandra et al.,
2002a; Pentland et al., 1992; Traber e Packer, 1995), flavondides (Lattig et al., 2007; Lindahl
e Tagesson, 1997) e outras substancias de extrato de plantas (Deepa e Veerabasappa Gowda,
2002; Mishra et al., 2000). Estes compostos se ligam ndo covalentemente no sitio catalitico da

enzima, porém identificou-se o composto p-bromo-fenacil-brometo (Renetseder et al., 1988),
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o qual inibiu a fosfolipase A, pancreatica bovina, através da interacdo covalente com o
residuo His48.

Numerosas proteinas endodgenas isoladas do sangue de serpentes e de alguns
mamiferos tém acdo de inibidores naturais de PLA,S e neutralizam a atividade hemorragica,
neurotdxica ou miotoxica (Faure, 2000; Lizano et al., 2003). Trés tipos de inibidores
protéicos de PLA, foram classificados como a, B e y - PLIs baseado nas suas caracteristicas
estruturais (Ohkura et al., 1997). O mecanismo de acdo destes inibidores de PLA,s ocorre
através da formacdo do complexo enzima-inibidor ligado ndo-covalentemente (Kihara, 1976;
Nicolas et al., 1995). Uma vez que estes inibidores protéicos sdo relativamente grandes (9-12
kDa), a interagdo com a PLA, pode resultar em impedimento ao acesso do substrato para o
sitio ativo, ou bloqueio fisico do i-face.

A heparina, um polissacarideo sulfonado, também inibiu a atividade citotdxica de
Miotoxina I, uma PLA,-Lys49 do veneno de B. asper (BaspMTII) sobre células endoteliais
(Lomonte et al., 1994b). Estudos prévios mostraram que a heparina e outros polianions séo
capazes de inibir mionecrose induzida por venenos de serpentes das familias Crotalidae e
Viperidae, os quais contém miotoxinas PLA.s, incluindo BthTX-1 (Lomonte et al., 1994a;
Melo et al., 1993; Melo e Suarez-Kurtz, 1988). Esta inibi¢cdo tem sido descrita pela formacéo
de um complexo &cido-base entre os compostos polianiénicos e as miotoxinas basicas de
venenos (Lomonte et al., 1994a; Melo et al., 1993). Além disso, dados obtidos mostraram que
a heparina apresentou alta atividade de inibicdo da hidrélise de substratos micelares pela
fosfolipase A secretada humana do grupo A -hsPLA; glIA — (Dua e Cho, 1994). A heparina
ndo inibiu a hidrolise de substratos monomeéricos pela PLA;, sugerindo um mecanismo de
inibicdo ndo-competitiva. Portanto, a caracterizagdo de novos inibidores de PLA; pode levar
ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra 0s processos patoldgicos

provocados por essas enzimas.




INTRODUGAO 12

1.4. Suramina

Suramina, um derivado de naftiluréia polissulfonado altamente carregado (figura 4), é
um dos primeiros agentes terapéuticos sinteticos, desenvolvido e utilizado no tratamento de
doencas de tripanossomiase africana e oncorceciase (Burch e Ashburn, 1951; Cherry, 1960;
Den Hertog et al., 1989; Nakazawa et al., 1991; Schneider, 1963). A suramina também tem
sido utilizada clinicamente no tratamento de algumas doengas, possuindo um papel
importante contra linfoma folicular (Arbuck et al., 1997), AIDS (Cheson et al., 1987) e alguns
tipos de cancer como o de préstata (Eisenberger et al., 1993), renal (Dreicer et al., 1999;
Larocca et al., 1991), pancreas (Bhargava et al., 2007) e mama (Gradishar et al., 2000). Por
possuir a capacidade de ligacdo em uma variedade de proteinas, tais como, fator de
crescimento derivado de plaquetas (Hosang, 1985; Huang e Huang, 1988), fator de
crescimento de fibroblastos (Rifkin e Moscatelli, 1989; Zhu et al., 2005) e fator de
crescimento endotelial vascular (Bhargava et al., 2007), os quais induzem a angiogénese, a
suramina apresenta um efeito inibitério contra esses fatores de crescimento, uma vez que
promove a inibicdo da ligacdo destes com seus receptores e, dessa maneira, impede a

migracdo e proliferacdo de células endoteliais (Bhargava et al., 2007; Zhu et al., 2005).
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FIGURA 4: Estrutura da suramina, um naftiluréia polissulfonado. Peso molecular de 1429g e 6

grupos sulfonados por molécula de suramina.

Em adicdo, a suramina atua como antagonista de todos os subtipos de receptor purino
P, (Den Hertog et al., 1989; Henning et al., 1992; Nakazawa et al., 1991) e inibe sintese de
DNA (Jindal et al., 1990), atividade da topoisomerase (Funayama et al., 1993) e transcriptase
reversa retroviral (Tan et al., 1992). Ademais, a suramina também pode inibir o blogueio
neuromuscular induzido por neurotoxinas pré-sindpticas tais como B-bungarotoxina e
crotoxina (Lin-Shiau e Lin, 1999) e reverter os efeitos de bloqueadores neuromusculares néo-

despolarizantes (Henning et al., 1992).

Sabe-se que a suramina possui uma variedade de atividades pela ligagdo com proteinas
béasicas (Freissmuth et al., 1996; Freissmuth et al., 1999). Esse efeito é conseqliéncia da forte
natureza polianionica da suramina, que facilita a interacdo estavel com regifes cationicas nas
superficies destas proteinas. A forte ligacdo por proteinas do plasma em pH fisioldgico resulta
na retirada de aproximadamente 85 % do total de suramina em concentragdes terapéuticas,

tipicamente em torno de 1 mM (Vansterkenburg et al., 1993).
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1.5. Base estrutural da interacdo de Suramina com PLA,S

Sabe-se que a suramina reduz a atividade miotéxica in vivo do veneno de B.
jararacussu (Arruda et al., 2002). A pré-incubacéo de suramina com a PLA,-Lys49 (BthTX-
1) a 37°C por 15 minutos aboliu as atividades de paralisacdo muscular e danificagdo muscular
induzidas por BthTX-I (De Oliveira et al., 2003). Além disso, a estrutura cristalina de
Miotoxina Il de B. asper complexada com a suramina, revelou que a esta forma contatos com
a alca de ligacdo do célcio e com os aminoacidos da alca que ligam a segunda longa hélice a
B-folha da enzima (Murakami et al., 2004). Estes contatos sdo mediados pelas interagdes
hidrofébicas e pontes de hidrogénio (Murakami et al., 2005). A ligacdo da suramina anibnica
com os residuos cationicos do sitio de reconhecimento interfacial da membrana fosfolipidica
da proteina neutraliza as cargas positivas desta regido e em adicdo impede estéricamente o
acesso de fosfolipidios para o sitio de ligacdo do substrato. Este modo de interacdo
envolvendo residuos especificos da PLA,-Lys49 sugere que esta familia de compostos pode
ser utilizada como inibidores de PLA,s. Como a hsPLA; gllA é uma proteina de fase aguda
envolvida em uma série de processos inflamatorios e a suramina mostrou-se um inibidor
seletivo de PLA,, a investigacdo da especificidade da interacdo da suramina com a hsPLA;

gllA, abre a possibilidade de desenvolvimento de novos tipos de inibidores de PLAS.
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2. OBJETIVOS

2.1. Caracterizacdo da afinidade da suramina pela hsPLA; glIA tipo selvagem, através de
medidas de fluorescéncia e avaliacdo do efeito da suramina nas atividades apresentadas pela
proteina. As atividades a serem estudadas serdo: atividade catalitica da enzima; efeito

bactericida; danificagdo de membranas artificiais e atividade de ativacdo de macrofagos.

2.2. Mapear o sitio de ligacdo de suramina em hsPLA, gllA através da avaliacdo do efeito de
mutagénese sitio dirigida dos residuos catidonicos na afinidade da proteina pela suramina,

utilizando a técnica de fluorescéncia.

2.3. Avaliar o efeito da suramina na atividade independente de catalise de hsPLA; glIA em

macrofagos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Mutantes escolhidas

As proteinas mutantes da hsPLA; gllA (R7A, K15A, K38A, K53A, K54A, K57A,
R58A, AK57/R58, K115A, K116A e K123A) foram geradas através da técnica de mutagénese
por reacdo em cadeia de polimerase (Nelson e Long, 1989) na tese de Doutorado de Lucimara
Chioato (Chioato, 2004) e utilizadas no projeto para mapear o sitio de ligacdo da suramina na
proteina atraves do teste de afinidade de suramina medida por fluorescéncia. Além disso, as
mutacdes H48Q, D49K e G30S na regido do sitio ativo da proteina também foram realizadas
com o objetivo de eliminar a atividade catalitica da enzima, para sabermos se a proteina ainda
tera efeito depois de ndo mais apresentar atividade hidrolitica. Os DNAs que codificam as
mutantes da hsPLA, gllA foram clonadas no vetor de expressdo pET3a. Estes construtos
foram transformados na linhagem de E. coli BL21(DE3)[pLysS] para a producdo de hsPLA;

gllA heterdloga.

3.2. Expressdo de hsPLA; gllA recombinante em Escherichia coli BL21 (DE3){pLysS}
competente

O vetor de expressdao pET-3a, contendo as sequéncias codificadoras mutadas de
hsPLA, gllA, foi utilizado para transformar Escherichia coli da linhagem BL21(DE3)
{pLysS} competente. A linhagem de Escherichia coli BL21(DE3){pLysS} € liségena do
bacter6fago DE3, um derivado lambda que carrega um fragmento de DNA contendo o gene
para T7 RNA polimerase sob controle do promotor lacUVS5, que € induzido por isopropil--
D-thiogalactopiranosideo (IPTG). A adicdo de IPTG numa cultura de bactérias em
crescimento induz a expressdo da T7 RNA polimerase, que por sua vez reconhece o promotor

T7 presente no vetor e transcreve o DNA inserido do plasmideo de expressdao (Studier e
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Moffatt, 1986). As PLA,s recombinantes sintetizadas por esta linhagem encontram-se sob a

forma de corpos de inclusdo insolUveis dentro do citoplasma da bactéria.

3.2.1. Preparacao de células competentes de BL21 (DE3){pLysS}

A preparacédo das células competentes iniciou-se através do indculo de bactérias E.coli
da linhagem BL21(DE3){pLysS}, em meio HDM sélido (15 g.L™ triptona, 25 g.L™* extrato de
levedura, pH 7,5) contendo 34 ug/mL de cloranfenicol e, posteriormente, foram incubadas a
37°C durante 12 horas. Em torno de 3-5 coldnias foram inoculadas em 5 mL de HDM liquido
e incubadas sob agitacdo a 180 rpm e 37°C durante aproximadamente 12 horas para fornecer
um pré-indculo. Todo o contetdo deste pré-indculo foi transferido para 500 mL de HDM
liquido, ficando sob agitacdo a 180 rpm e 37°C até atingir a densidade Optica de 0,3 em 600
nm (cerca de 2 horas). A cultura foi incubada por 5 minutos no gelo. Apds centrifugacdo a
4°C, 3000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido
em 100 mL de tampéo (CaCl, 60 mM, PIPES 10 mM e glicerol 15%). O homogeneizado foi
novamente centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm, 4°C e o precipitado ressuspendido em
100 mL de tampdo. O homogeneizado foi incubado em gelo por 30 minutos e a centrifugacao
repetida. Juntou-se o precipitado originado em cada um dos tubos e ressuspendeu-se em 12
mL de tampdo final. As células competentes foram distribuidas em aliquotas de 50 pL e

estocadas a -70°C.

3.2.2. Transformacao de BL21 (DE3){pLysS} e inducéo de expressao

ApOs a preparacdo das células competentes, a transformacdo nesta linhagem segue
similarmente ao protocolo de transformacdo em DH5a, porém possui algumas pequenas
alteracbes. Em cada tubo de 50 pL de células competentes foram adicionados 2 uL de DNA

plasmidial recombinante (0,1pug/mL), 1,0 uL de 1M MgCl,, 0,5 uL de 1M CaCl; e 46,5 uL de
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agua estéril. A mistura foi mantida no gelo por 20 minutos e em seguida a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A cada tubo foram adicionados 900 pL de meio HDM contendo
10 mM de sulfato de magneésio e 20 mM de glicose para a regeneracédo celular, por 1 hora a
37°C sob a agitacdo de 180 rpm. Cerca de 50-100 pL das células regeneradas foram
plaqueados em HDM sélido contendo 100 pg/mL de ampicilina, 34 pg/mL de cloranfenicol e
10 mM de sulfato de magnésio. As células cresceram durante 12 horas a 37°C. Depois de 16 a
20 horas de crescimento, algumas colbnias foram inoculadas em 400 mL de meio HDM
contendo 100 ug/mL de ampicilina, 34 ug/mL de cloranfenicol e 4 mL de MgSO,4 (1M). A
cultura foi incubada a 37°C sob agitacdo de 60 rpm, durante 12 horas, periodo no qual a fase
logaritmica de crescimento € atingida. A expressdo de hsPLA; gllA foi induzida com 1mM de
IPTG por 7 horas, a 37°C sob agitacdo de 200 rpm. A cultura foi centrifugada a 5000 rpm por
10 minutos, o sobrenadante descartado e o precipitado (corpo de inclusdo) armazenado a -

20°C.

3.3. Isolamento dos corpos de inclusao

Devido ao alto conteddo de pontes dissulfeto, as proteinas de hsPLA, gllIA
recombinante expressas sdo insollveis no citoplasma celular, levando a formacdo desses
agregados, cujo isolamento representou o primeiro passo da purificacdo das proteinas. O
isolamento € necessario, pois as etapas de enovelamento subseqlientes sdo fortemente
influenciadas pela presenca de contaminantes, como lipidios, acidos nucléicos, etc. A
purificacdo dos corpos de inclusdo da hsPLA; gllA seguiu-se como descrito por (Othman et
al., 1996). As células derivadas de 400 mL de cultura foram ressuspendidas em Tris-Cl 50
mM pH 8.0, 50 mM de NaCl, 1 mM de EDTA e 0,5 mM de PMSF, num volume final de 30
mL. Triton X-100 e deoxicolato foram adicionados a 0,4% na concentracdo final e a mistura

agitada por 20 minutos a 4°C. As células foram sonicadas em aparelho Sonic dismembrator
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(Fisher scientific). Depois da centrifugacdo a 10000 rpm por 10 minutos, o processo foi
repetido aumentando a concentracdo final de TRITON X-100 e deoxicolato para 0,8%. O
sedimento obtido depois da centrifugacdo foi lavado com o tampdo contendo 1% de
TRITON-X100 e a lavagem subsequiente realizada sem a adicdo de detergentes. Os corpos de
incluséo isolados de 400 mL de cultura foram separados em 5 aliquotas e armazenados em -

20°C.

3.4. Modificacdo quimica de hsPLA; gllA e solubilizacdo dos corpos de incluséo

Uma aliquota de corpos de inclusdo foi incubada por 1 hora em 500 puL com uma
solucdo contendo 4,8 M do agente desnaturante (tiocianato de guanidina) e NTSB (disédio 2-
nitro-5-(tiosulfo)-benzoato). O reagente NTSB foi obtido a partir da reacdo do composto
DTNB com sulfito de sédio (Thannhauser et al., 1984). O agente desnaturante promove a
solubilizacdo dos corpos de inclusdo, uma vez que rompe a camada de solvatagcdo existente
entre a solucdo e a proteina, desestabilizando as interagdes hidrofébicas e conseqlientemente
expondo as pontes dissulfeto. Uma vez expostas, as pontes dissulfeto sofrem reducdo através
dos grupos sulfito do NTSB. A adicdo de um grupo SOj as cisteinas aumenta a solubilidade

das mesmas. O esquema ¢é ilustrado na figura 5.

NTSB NTB
5§-80,- s-
+ . — N

TIOCIANATO DE GUANIDINA

(NH,),C=H.HNCS

FIGURA 5: Esquema ilustrativo da desnaturacdo e modificacdo quimica de proteinas sob a

forma de corpos de incluséo.
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Ap0s esse periodo, a amostra foi aplicada em uma coluna de filtracdo em gel (2 x 5
cm) contendo resina P-6 (Bio-Gel®), 200-400 mesh, previamente equilibrada com 2 M de
cloreto de guanidina, 20 mM de Tris e 2 mM de EDTA, pH 8,0 (Ward et al., 2001). Esta
etapa separa a proteina modificada, retirando o excesso de NTSB, como também reduz a
concentracdo de GdnHCI de 4,8 M para 2 M. O pico de proteina eluido em cerca de 1,5 mL

serviu como material inicial para o processo de enovelamento.

3.5. Enovelamento da hsPLA; gllA

Para o processo de enovelamento das proteinas, fez-se necessario a incubagdo por 1
hora da proteina (~1,5 mL) em 15 uL de uma solucdo de 10 mM de cistina, 80 mM de
cisteina, pH 7,5 diluida em Tris-HCI 25 mM. Posteriormente, esta solucao foi diluida com
Tris-HCI 25 mM para 2 mL e incubada por mais 1 hora. Em seguida, a amostra foi
centrifufgada a 14000 rpm e o sobrenadante foi aplicado em coluna de filtracdo em gel (1,5 X
6 cm), contendo resina P-6 (Bio-Gel®), 200-400 mesh previamente equilibrada com tamp&o
de enovelamento (25 mM Tris-HCI, 1 mM de cistina, 8 mM de cisteina e 0,3 M de
hidrocloreto de guanidina, pH 8,0). O fluxo da amostra na coluna foi direcionado lentamente,
durante 15 a 18 horas, com o intuito de evitar a formacdo de agregados de proteina e assim
propiciar o enovelamento mais eficiente. Apds esse periodo, as amostras foram eluidas em 5
mL do tampdo (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA e 0,3 M de hidrocloreto de
guanidina), aos quais foram adicionados 10 mL do mesmo tampdo contendo 1 e 8 mM de
cistina e cisteina, respectivamente. As amostras permaneceram sob agitacdo lenta por 2 dias
em temperatura ambiente, e posteriormente as proteinas na conformacdo nativa foram

purificadas.
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3.6. Purificacdo de hsPLA; gllA recombinante e mutantes

A hsPLA; gllA e mutantes foram purificadas por cromatografia de troca catiénica.
Utilizou-se uma coluna de dimensBes 2x10cm previamente empacotada com SOURCE 15S
(Amersham-pharmacia), uma resina fortemente anionica devido a presenca de grupos metil-
sulfonato. O mecanismo de separacdo por cromatografia de troca catidnica é baseado nos
variados graus de afinidade que substancias béasicas diferentes apresentam pela matriz, devido
a densidade e distribuicdo das cargas sobre a superficie molecular. A coluna foi equilibrada
com 20 mM de Tris-Cl pH 7,5 e a proteina eluida em um gradiente linear entre 0 e 2,0 M de
NaCl, com fluxo de 1 mL/min. A cromatografia foi realizada em CLAE (Shimadzu)
previamente programado para um aumento de 0 a 100% do tampédo salino em 20 minutos,
sendo a absorbancia do eluente monitorada em 280 nm. A pureza das amostras foi verificada
por eletroforese utilizando-se gel de poliacrilamida 16%. Apos a purificacdo, as proteinas
hsPLA; gllIA recombinantes tipo selvagem e mutantes foram dialisadas em tampao 5 mM de

Tris-HCI durante 24 horas e concentradas.

3.7. Dicroismo circular

Dicroismo circular (CD) é uma técnica para o estudo de moléculas quirais em
solucdo. O CD é por definicdo a diferenca em absorc¢do, A, da luz polarizada circularmente
(CPL) a direita e a esquerda:

CD=A; - A/

O sinal de CD é observado em comprimentos de onda onde a amostra absorve fotons,
e o sinal pode ser positivo ou negativo dependendo da transicdo eletronica que esta sendo
observada e a orientagdo intermolécula na amostra. Nas proteinas, a ligagdo peptidica é rigida

e planar, e a rotagdo em volta do Ca é limitada por impedimento estérico das cadeias laterais

dos aminoacidos vizinhos. Isso faz com que certas conformacdes da cadeia principal sejam
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energicamente favorecidas e a repeticdo de arranjos das ligacdes peptidicas produz sinais
bem definidos de CD, e a soma das contribui¢cbes de todos os elementos da estrutura
secundaria resulta num espectro que €é caracteristico de cada proteina (Gore, 1998).

O espectro de CD de proteinas é geralmente medido dentro das regides entre 250 e
300 nm (denominada regido UV-préxima) e em comprimentos de onda menores do que 250
nm (UV-distante). O espectro de CD na regido proxima ¢ dominado por sinais das cadeias
laterais aromaticas, embora transicdes de ligacbes dissulfeto também contribuam para a
intensidade de absorcdo total. A absor¢do na regido do UV-distante é dominada por
transicbes eletronicas da cadeia polipeptidica da proteina, mas algumas cadeias laterais
também contribuem nesta regido, especialmente se o conteudo de a-hélices da proteina é
baixo. Uma vez que o espectro de CD da proteina nativa é a soma das porcentagens
apropriadas de cada componente do espectro, uma das utilizagGes da técnica de CD no estudo
de proteinas € a avaliacdo da conformac&o e estrutura protéica.

A avaliacdo da estrutura secundéaria da hsPLA; gllA e das mutantes foi realizada em
espectropolarimetro Jasco 810, em comprimentos de onda de 200 a 250 nm. Como cada
proteina apresenta um padrdo caracteristico de sinal de CD, foram retirados espectros da
proteina nativa e comparados aos espectros das proteinas recombinantes mutadas para avaliar
se a mutacdo introduzida causou alteracdo na estrutura secundéria da proteina. Para cada
medida, utilizou-se 5 pL de proteina de concentragdo desconhecida em 195 pL de tampao
Hepes 20 mM, pH 7,0. Foi utilizada cubeta de quartzo 1mm e o sinal de CD obtido foi
resultado de uma média de trés medidas de cada amostra. O sinal obtido da analise para
apenas tampao foi subtraido de todas as amostras. O valor de elipticidade (0) em 222 nm foi
anotado e a concentragéo foi calculada de acordo com uma curva padréo de espectros de CD
com concentracdes crescentes de hsPLA; gIIA tipo selvagem (10 a 500 pg/mL). A amplitude

do sinal de elipticidade em 222 nm é diretamente proporcional a quantidade de proteina
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utilizada. Os valores de elipticidade em 222 nm foram medidos em fun¢éo da concentracdo de
proteina para gerar uma curva padrao que foi utilizada para determinar a concentracao de cada

amostra de proteina recombinante.

3.8. Testes de ativacao de macréfago através da producédo de éxido nitrico

Os testes de ativacdo de linhagens de células de macrofagos foram realizados em
colaboracdo com o laboratorio de Imunologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — USP. Sabe-se que a fosfolipase humana esta envolvida no processo de
ativacdo de macrdfagos, porém o mecanismo desta atividade ainda € desconhecido (Triggiani
et al., 2006). A ativacdo de macrofagos € uma componente chave da resposta imune do
organismo, onde as células de macréfagos, quando ativadas, desencadeiam uma cascata de
sinalizacdo, a qual produz diversas substancias, dentre elas, a producdo de 6xido nitrico (Baek
et al., 2000). Para avaliar o efeito da suramina na atividade de ativacdo de macrofagos da
hsPLA, gllA, duas linhagens foram utilizadas: células humanas (U937) e células peritoneais

de camundongo Balb/c (RAW 264.7).

3.8.1. Manutencéo de linhagens celulares

As células U937 foram expandidas em frascos de cultura celular em meio RPMI
contendo 10% soro bovino fetal (SBF) e gentamicina, a temperatura de 37°C, em estufa
incubadora umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO,, conforme orienta¢bes do ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA). Apéds formada a monocamadas de
células, as mesmas foram desgrudadas através de raspagem com suportes plasticos (rodos)
apropriados.

Para o teste, a concentracdo de 5x10° células/mL foi incubada com concentracdes

crescentes da hsPLA; gllIA entre 100 e 1000 ng/mL por 24horas nas mesmas condicOes de
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crescimento celular. Sabe-se que algumas substancias, como as citocinas e produtos
bacterianos, como LPS, promovem a ativacdo de células de macrofagos (Macmicking et al.,
1997; Nathan, 1992; Terenzi et al., 1995). Dessa forma, a concentracdo de 500 ng/mL de LPS
foi utilizada como controle positivo, por estimular a ativacdo da celula, e como controle
negativo foi utilizado as células na presenca apenas do meio de cultura.

Ja as células RAW 264.7 foram expandidas em meio DEMEN contendo 10% de SBF
nas mesmas condicdes, anteriormente citadas, até atingir a concentragdo de 2,5x10°
células/mL. Posteriormente, estas células foram incubadas por 24 horas, nas mesmas
condicdes de crescimento, com concentracfes crescentes de hsPLA; gllA entre 100 e 10000
ng/mL. A concentracdo de 2 pg/mL de LPS foi utilizada como controle positivo.

O efeito de suramina na atividade de ativacdo de macréfagos da hsPLA; gllA contra a
linhagem RAW 264.7 foi avaliado adicionando concentracdes crescentes de suramina entre 0
e 100 uM na presenca de 50 ug/mL de hsPLA, gllA. O controle negativo usando apenas

suramina foi avaliado.

3.8.2. Quantificacéo de nitrito (NO,-)

Para a dosagem de nitrito, 100 uL do reagente de Greiss (solugdo estoque de 0,1% de
NEED (naftiletilenodiamina) e sulfanilamida a 1% em H3PO,4 5%) foram adicionados a 100
uL de sobrenadante de cultura previamente descrito no item 3.8.1. Para analise quantitativa
das amostras, uma curva padrdo contendo nitrito em concentragdes entre 3 a 200 uM foi feita.
de nitrito de sodio (Lane et al., 1993). Ap6s 5 minutos de incubagdo a temperatura ambiente,
a densidade dptica (D.O.) foi obtida em leitor de microplacas em filtro de 540 nm (Metertech
Inc., modelo 960). A quantidade de nitrito das amostras foi correlacionada aos valores de

absorbancia obtidos na curva padréo.
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3.8.3. Atividade citotoxica

Para avaliar a atividade citotoxica da hsPLA; gllA e da suramina contra as células de
macrofagos foi utilizado o método colorimétrico de citotoxicidade pelo uso do 3-(4,5-Dimetil
tiazol 2-il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium (MTT), onde este composto amarelo é clivado
em um composto purpuro insoluvél por dehidrogenases da mitocondria da célula ativa
(Mosmann, 1983). Células mortas ndo fazem essa reacdo. Assim, 5 x 10° células RAW 264.7
foram incubadas com as diferentes concentracGes da hsPLA; gllA e de suramina por 24 horas
em placas de cultivo celular de 96 pocos, estufa umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO,
a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, 10uL de MTT na concentracdo de 5mg/mL foram
adicionados aos pogos e mantidos por mais 3 horas nas mesmas condi¢cbes em estufa
umidificada. Apos este periodo, foram acrescentados 50uL de solucdo de dodecil sulfato de
sodio 20%/HCI 0,01 N. As placas de cultivo celular foram mantidas por uma noite a
temperatura ambiente, sob abrigo da luz. A avaliacdo do indice de citotoxidade (IC50) foi

medida em espectrofotdmetro, utilizando filtro de interferéncia de 570nm.

3.9. Atividade bactericida

O efeito de suramina na atividade bactericida de hsPLA; gllA tipo selvagem, contra
linhagem Micrococcus luteus (ATCC 9341), foi avaliada através de dois métodos: contagem
de unidades formadoras de coldnias (CFU) e citometria de fluxo.
3.9.1. Contagem de Unidades formadoras de coldnias (CFU) em placas de Petri

O teste realizado com a bactéria Gram-positiva, Micrococcus luteus (M. lysodeikticus -
ATCC 9341), foi feito segundo o protocolo descrito por (Beers et al., 2002). Em torno de 3-4
colénias de uma placa fresca cresceram por 12 horas a 37°C em 5 mL de meio LB liquido.
Um mililitro dessa cultura foi inoculado em 50 mL de LB fresco e a cultura agitada a 180

rpm, 37°C até atingir densidade Optica de 0,45 em 600 nm. A cultura foi centrifugada a 6000
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rpm por 10 minutos e o sedimento, ressuspendido em 10 mL de tampdo fosfato de sodio 0,01
M pH 7,4 contendo 1% de triptona, foi ajustado para 2x10” CFU/mL para determinacdo da
atividade bactericida. O efeito de suramina na atividade bactericida da proteina foi avaliado
através da incubacdo de células e quantidades variaveis de suramina, entre 0 e 50 uM, com
uma concentragdo fixa de 5 ug/mL da enzima humana, por 3 horas a 37°C em Na,HPO, mais
1% de triptona. Em seguida, foi feita uma diluicdo serial das bactérias em LB sélido. O
numero das células viaveis foi analisado no dia seguinte, através da contagem de CFU por
placa de cultura (Paramo et al., 1998). A figura 6 representa o esquema ilustrativo do ensaio

bactericida.

& »

< ALTE AN >
e &
Placa fresca

12 Horas, 37°C 37°C, incubagéao até

Abs ¢, = 0,45
100uL
(2x10"cél/mL)
Tampao HPLA2 gllA

Incubacéo de 3 horas 37°C.

solido 37°C, por 12 horas.

1 Diluigéo, incubagdo em meio

Tampé&o hsPLA; gllA

Controle negativo

FIGURA 6: Esquema ilustrativo do ensaio bactericida. Considere tamp&o como controle negativo
experimental (CFU = 100%).
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3.9.2. Citometria de fluxo

Citometria de fluxo é uma técnica de medicdo das propriedades Oticas das células (ou
particulas em geral) individuais passando uma de cada vez por um feixe de laser, em um fluxo
continuo. A interacdo das particulas ou células com a luz é detectada com sensores para medir
fluorescéncia e dispersdo de luz. A figura 7 mostra uma representacdo esquematica de um
aparelho de citdmetro de fluxo. Esse aparelho faz com que as células em suspensdo sejam
obrigadas a fluir em fluxo laminar, de tal modo que se dispdem em fila Unica intersectando
um feixe de iluminacdo com origem em uma ou mais fontes de iluminacéo, seja laser(s) e/ou
lampada de vapor de mercurio (Dolezel, 1997). Quando uma célula (ou outra particula
microscopica) intersecta o feixe de luz, provoca um processo de dispersao fotonica e/ou de
emissdo de fluorescéncia, cuja intensidade depende das caracteristicas da célula (Corte-Real
et al., 2002). Os fotons dispersos na direcdo do feixe de laser podem ser detectados
diretamente por um fotodiodo ou podem ser colhidos a 90° por lentes, espelhos dicrdicos e
filtros dpticos e focados em fotomultiplicadores (FMT). Geralmente, a maioria dos citdbmetros
possui pelo menos trés fotomultiplicadores: um para detectar disperséo lateral e dois para

fluorescéncias.

Filtros dicréicos

Camara de fluxo

Q FMT Filtros "Bandpass"”

@
]
;;:3 <— Filade células em fluxo

FIGURA 7: Representacdo esquematica de um citémetro de fluxo.
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Sondas de viabilidade celular podem detectar mudancas no estudo fisiolégico ou no
metabolismo, tanto de células eucarioticas quanto de procarioticas. Células sadias excluem
tais sondas e ndo se tornam fluorescentes, entretanto células mortas ou que sofreram
alteracdes na integridade da membrana citoplasmatica permitem a entrada do marcador que se
associa aos acidos nucléicos, com um aumento consequente de fluorescéncia (Mortimer et al.,
2000). A combinacdo da técnica citdbmetro de fluxo com sondas fluorescentes tornar-se ideal
para o desenvolvimento de testes de susceptibilidade bacteriana para antibioticos ou outros
agentes bactericidas (Humphreys et al., 1994; Mortimer et al., 2000). Dessa maneira, a sonda
de viabilidade celular sytox green foi utilizada para avaliar a integridade da membrana
citoplasmatica bacteriana.

Células de Micrococcus luteus (ATCC 9341) na fase de crescimento exponencial
foram centrifugadas a 6500 rpm, 4°C por 10 minutos e ressuspendidas em tamp&o 0,01 M de
fosfato de sédio com 1% de triptona, pH 7.4 para densidade oOptica de 0,47 em 660 nm.
Aliquotas de 50 uL de amostra contendo 2x10’ células/mL foram incubadas com uma mistura
de 3 ug/mL de hsPLA; gllA tipo selvagem e concentracdes variaveis de suramina, por 3 horas
a 37°C . Apds esse periodo, as células foram diluidas (1:10) em tampdo e 5 pg/mL da sonda
fluorescente sytox green adicionados. As amostras foram analisadas em FACsorting (Becton
and Dickson, San Jose, CA-USA) utilizando o canal de fluorescéncia 2 (FL-2 para sytox
green). As andlises foram feitas usando os programas “Cell Quest” (Becton and Dickson) e
“Win Midi”, os quais permitem analisar todas as células adquiridas (10000 por amostra) ou
apenas determinadas populagdes, individualizadas por janelas (ou “gates”) estabelecidas com

base em parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou fluorescéncia (FL).
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3.10. Teste de atividade enzimatica através de indicador de acido graxo livre

ADIFAB (proteina de ligacdo de &cido graxo intestinal marcada com acrilodan) € um
indicador fluorescente para a medida da concentracdo de &cidos graxos livres. Como ja
sugerido pelo nome, o indicador € um conjugado composto por uma sonda fluorescente
sensivel a polaridade do microambiente (acrilodan) e pela proteina de ligacdo de acido graxo
intestinal (I-FABP), uma proteina de baixa massa molecular (15 kDa) com alta afinidade para
0 acido graxo (Richieri et al., 1992; 1999). A detec¢do do acido graxo pelo ADIFAB ¢
baseada na mudanca de posi¢do do fluoréforo acrilodan em relacdo a bolsa de ligacao apolar
da proteina I-FABP quando ela torna-se ocupada pelo acido graxo. A figura 8 ilustra um
exemplo da mudanca para comprimentos de onda maiores do espectro de ADIFAB causada
pela titulacdo com é&cido oléico e quanto maior a concentracdo de acido graxo, menor a
intensidade de fluorescéncia em 425 nm e maior em 505 nm, devido a um deslocamento do
espectro para maiores comprimentos de onda. A mudanca espectral do ADIFAB permite a
determinacdo da concentracdo de &cidos graxos através da razdo da intensidade de
fluorescéncia do indicador ligado e desligado medido em 505 e 425 nm, respectivamente.

A solucéo estoque de ADIFAB foi preparada pela dissolugdo de uma unidade de 200
pg de ADIFAB (Sigma) em 1,0 mL de tampdo 50 mM de Tris, 1 mM de EGTA, 0,05% de
azida, pH 8.0 (solugéo estoque de 13 puM). Para o ensaio de volume final de 1 mL foram
utilizados 15 pL de ADIFAB (estoque 200 pg/mL), 6 uL de vesiculas unilamelares de
DOPC:DOPG (estoque 5 mg/mL), 1 uL de CaCl; (estoque de 1mM), 0,1 ug/mL de proteina,
concentragdes crescentes de suramina entre 1 e 500 nM e tamp&o Hepes 20 mM, NaCl 20 mM
para completar o volume. Os resultados foram obtidos em espectrofluorimetro Hitachi 4500 a
25°C, utilizando cubeta de quartzo de caminho éptico de 1 cm sob agitacdo. O aparelho foi
programado para medir a razdo entre as intensidades de fluorescéncia em 505 e 425 nm com

excitacdo de ADIFAB em 385 nm. A amostra contendo tamp&o, ADIFAB, vesiculas lipidicas
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e Ca®* foi pré-incubada por 15 minutos e em seguida, a razdo entre as intensidades de
fluorescéncia em 505 e 425 nm foi monitorada por 2400 segundos. Ap6s 800 segundos de
ensaio, foram adicionados 0,1 pg/mL da hsPLA, gllA na auséncia e na presenca de
concentracdes crescente de suramina. A mistura de suramina e proteina foi incubada por 15

minutos antes do ensaio.

relativa

Intensidade de fluorescéncia

Lk 450 500 BSg [ 1] 050
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 8: Titulagdo monitorada por fluorescéncia do ADIFAB com &cido oléico a 25°C. A

concentracdo de indicador é 0,2 uM em 10 mM Tris-Cl, 0, 15 M NaCl, 1 mM de EGTA, pH 8.0. O

espectro representante da maior concentracdo de &cido oléico titulada esta representado por uma linha

pontilhada.

A atividade especifica enzimatica é diretamente proporcional a quantidade de acido
graxo liberada pela hidrolise dos fosfolipidios DOPC:DOPG, na razdo molar de 9:1,

respectivamente. Portanto:

[acido graxo]= K4 x 19,5 x {(R — R0)/(11,5 - R) (Richieri et al., 1999)




MATERIAIS E METODOS 31

onde, Kq4 para os acidos graxos liberados é de 0,28 (Richieri e Kleinfeld, 1995), Ro ¢ a razédo
da intensidade de fluorescéncia sem &cido graxo, R é a razdo quando o ADIFAB esta ligado

ao acido graxo.

3.11. Atividade de liberacéo de calceina encapsulada em lipossomos
3.11.1. Preparacéo dos lipossomos

A calceina (C3oH26N2013, PM = 622,5) é um fluoroforo cujo comprimento de onda de
excitacdo (Aex= 490nm) e emissdo (Aem = 520nm) sdo muito proximos. Assim, a emissdo de
uma molécula pode resultar na excitagdo de outra em um processo denominado ‘“‘auto-
supressdo”. Devido a0 processo de auto-supressao, em concentragdes altas (> 25mM) a luz
fluorescente emitida por uma amostra é baixa, porém em solucdes diluidas a intensidade da
fluorescéncia aumenta. Portanto, os lipossomos carregados com uma alta concentracdo de
calceina (50 mM) exibem uma intensidade de emisséo de fluorescéncia baixa. Quando ocorre a
danificacdo da membrana do lipossomo, a calceina encapsulada € liberada, diluindo-se na
cubeta e em conseqliéncia a emissao da amostra aumenta cerca de 10 vezes.

Os lipossomos foram preparados pela técnica de evaporacdo de reverso de fase (Szoka
e Papahadjopoulos, 1978), que permite a manipulacdo da composicdo fosfolipidica da
bicamada artificial. Uma mistura de 50% de dioleoil fosfatidilcolina (DOPC — PM:786,1,
Sigma) e 50% de dioleoil fosfatidilglicerol (DOPG — PM: 797, Sigma) foi dissolvida em éter
(10 mg/mL) e, em seguida, submetida a secagem por evaporacdo. Posteriormente, colocou-se
mais 2 mL de éter para dissolvé-los novamente e adicionou-se 1 mL de solucdo para
encapsulacdo (tampéo 25 mM de calceina, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl pH7,0). Sonicou-se
(Sonicator XL-Misonix) no gelo por 2 minutos na presenca do tampdo para formar uma
emulsdo de fase em reverso, na qual a solugdo aquosa foi encapsulada dentro de micelas

reversas numa suspensdo em éter. A fusdo das micelas reversas foi induzida por uma
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evaporacao lenta do éter, resultando no “reverso” de fase (figura 9). Essa mistura ¢ incubada
em banho a 45°C por 30 minutos produzindo lipossomos unilamelares de diametro 1—100

um.
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FIGURA 9: Diagrama de formacao de lipossomos pelo método de evaporacdo de fase reversa.
Os lipidios sdo dissolvidos em solventes apropriados e ficam soltveis (1), ap6s a fixacdo na superficie
(2) eles formam as micelas em fase reversa (3). Com a sonicacdo, elas formam os lipossomos pela

fuséo entre as micelas (4, 5 e 6).

Os lipossomos foram filtrados com uma membrana de policarbonato com diametro de
poro de 400 nm, produzindo uma populacdo de lipossomo homogénea e de diametro definido,
e, subseqlientemente, uma coluna de filtracdo em gel (Sephadex G-25, 1 x 10cm) foi usada
para separar os lipossomos intactos contendo a sonda encapsulada da sonda livre. Como a
filtracdo em gel dilui a solucdo de lipossomos, fez-se necesséria & dosagem do fosfato das
amostras com lipossomos. Esta dosagem serve para estimar a quantidade de fosfolipidios e
dessa maneira, pode-se calcular a razdo de toxina para fosfolipidio nos experimentos de

liberacdo do marcador.
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3.11.2 - Dosagem de fosfato dos fosfolipidios.

A dosagem de fosfato (Bartlett, 1959) é muito sensivel e permite a avaliacdo na faixa
de 0,1a 10 pg/mL de PO,>. Amostras de lipossomo (10, 20 e 30 pL) foram fervidas a 100°C
em acido percldrico 70% por 5 minutos. Apés o resfriamento, foram adicionados 4,2 mL de
agua, 200 uL de molibidato de aménio (Merck) 5% (Sigma) e 200 uL de diaminofenol
(Sigma) 1% em bissulfito de sédio 20% (Sigma). A solucéo foi agitada e deixada em banho
de agua fervente por 7 minutos. Leu-se a absorbancia em 830nm em cubeta de quartzo de 1
cm de caminho Optico em espectrofotdmetro Hitach U-2000. A curva padréo de fosfato foi

feita com amostras contendo 0, 2, 4, 6, 8 e 10 ug de Na;HPO,.

3.11.3. Liberacdo de calceina encapsulada em lipossomos

Os experimentos de liberacdo de calceina em lipossomos foram realizados em
tampédo 20 mM HEPES (Sigma) com 150 mM de NaCl (Merck) em pH 7,0 com uma mistura
de quantidades variaveis de suramina, entre 0,5 e 5 uM e uma concentracao fixa de 3 pg/mL
de hsPLA; gllA tipo selvagem. Essa quantidade de proteina e lipossomo corresponde a
proporcdo de uma molécula de hsPLA; gllIA para 250 moléculas de lipidio. Além disso, as
proteinas mutantes também foram avaliadas na auséncia e na presenca de 0,5 puM de
suramina. Os experimentos foram realizados usando um espectrofluorimetro (Spectronic SLM
8100C), utilizando cubeta de quartzo de caminho Optico de 1 cm, sob agitagdo, a 25°C. O
comprimento de excitacdo foi em 480 nm e a emissdo em 520 nm, sendo a abertura de
excitacdo e emissédo de 4 nm e a voltagem fotomultiplicadora de 600V. O detergente Triton
X-100 foi adicionado (0,1%) no final do processo de liberagéo para se obter a intensidade de
fluorescéncia maxima de liberacdo da calceina encapsulada. A figura 10 mostra um esquema

ilustrativo do ensaio de liberacdo de calceina encapsulada em lipossomos.
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FIGURA 10: Esquema ilustrativo do teste de liberac@o de calceina encapsulada em lipossomo.
(A) Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo da molécula de calceina s&o muito proximos,
por isso ocorre auto-supressao; (B) Perfil da liberacéo de calceina provocada pela adi¢éo da proteina
em 20 segundos e da liberagdo maxima de calceina provocada pela adi¢do de Triton X-100 em 170

segundos em um total de 200 segundos de ensaio.

3.12. Calorimetria de titulagéo isotérmica (CTI)

Todas as medidas de titulacdo calorimétrica foram feitas em calorimetro Nano-1TC
(modelo CSC 5300, Lindon, Utah, USA) a 25°C. Uma concentracdo de 6 uM da hsPLA; gllIA
foi colocada dentro da célula de amostra do calorimetro (Veeui== 1cm®) e titulada com 300 pM

de suramina, preparada em tampéao 20mM de NaH,PO,4, 150mM de NaCl, pH 7,2. A célula de
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referéncia foi preparada com o mesmo tampdo. Desse modo, a suramina foi adicionada em
porcdes de 10 uL através da seringa, controlada pelo computador, com agitacdo de 200 rpm,
para a mistura dos componentes da reagdo. Os experimentos de titulagdo consistiram de 25
injecbes com intervalo apropriado de tempo de 300s entre as injecOes. Os dados obtidos
fornecem o fluxo de calor (uJ) em funcdo do tempo (horas). O calor obtido em cada injegéo
foi calculado pela integracdo dos picos da curva do fluxo de calor usando o software
(BindWorks) fornecido pelo instrumento. O controle experimental foi feito em condigdes
idénticas as experimentais, através da titulacdo da suramina dentro da solucdo de tampédo
correspondente. Os efeitos do controle experimental foram subtraidos para corrigir efeitos de

diluicdo, mistura e injecao.

3.13. Dinamica molecular

O estudo de dindmica molecular (DM) foi feito em colaboracdo com o Prof. Dr.
Marcos Lourenzoni (Verdatis Biotecnologia S/A). As simulacGes de dinamica molecular
foram feitas usando o pacote GROMACS 3.3.1 (Lindahl E. et al., 2001) e o campo de forca
GROMOS-96 (43a2) (Lindahl E. et al., 2001). As cargas e topologia da suramina foram
obtidas do servidor PRODRG (Universidade de Dundee, RU,

http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg_beta), sendo que a topologia do

GROMACS foi convertida em GROMOS-96(43a2). Os sistemas sdo compostos de aguas
explicitas, modelo SPC (Berendsen et al., 1981) e um mondmero de hsPLA; gllA e uma
molécula de suramina. Dois sistemas diferentes foram simulados e em cada sistema a
suramina estava em posigéo diferente no complexo suramina/PLA,. Uma das extremidades da
suramina foi localizada dentro do sitio de ligagdo do substrato da hsPLA, gllA (denominada

SUR-1, mostrada em verde na figura 27B e 27C) e a outra extremidade (denominada SUR-2)



http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg_beta
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esta inicialmente dirigida para duas diferentes regifes eletricamente carregadas pelo efeito de
grupos ionizados de arginina e lisina da PLA,, localizados proximo a N- e C-terminal da
proteina. A conformacéo na qual a SUR-2 faz contato com residuos na regido N-terminal foi
denominada CONF-1 e a conformacdo na qual a SUR-2 esta localizada préxima a regido C-
terminal foi denominada CONF-2. As montagens iniciais das coordenadas atbmicas da
hsPLA; gllA complexada com a suramina foi feita pela superposicdo da hsPLA; gllA com a
estrutura cristalina do complexo entre a suramina e a PLA; do veneno de Bothrops asper
(Murakami et al., 2005). Caixas cubicas foram ajustadas para produzir as densidades
experimentalmente corretas de 0.997 kg/L para moléculas de agua. Cada sistema contém
16500 moléculas de agua SPC. Todas as simulacdes de dinamica molecular foram realizadas
a volume e temperatura constantes, conjunto NVT. O algoritmo leapfrog (Hockney e Goel,
1974) foi utilizado para integrar as equac¢des de movimento usando um intervalo de tempo de
2.0 fs. O tempo total de célculo foi de 4.0 ns. Condicdes periddicas de contorno e convengao
de imagem minima foram aplicadas. A temperatura foi controlada usando o termostato de
Berendsen (Berendsen et al., 1984) com constante de acoplamento temporal de 0.1 ps. Nove
fons CI" foram inseridos nas posicbes mais favoraveis eletrostaticamente de forma a
neutralizar localmente o sistema complexo de hsPLA; gllA/suramina. As interacdes de longo
alcance foram tratadas usando o método da soma de Ewald (PME) (Darden et al., 1993) e as
contribuigdes das vizinhangas foram atualizadas a cada 5 fs. Um raio de corte de 1.4nm foi
utilizado para computar as interagdes de curta e longa distancia, van der Waals e
eletrostaticas. Os comprimentos das ligacGes envolvendo atomos de hidrogénio nas moléculas
da proteina foram controlados pelo algoritmo LINCS (Hess et al., 1997) e no caso das
moléculas de agua pelo algoritmo SETTLE (Miyamoto e Kollman, 1992). As velocidades
iniciais foram obtidas da distribuicdo de Maxwell a 298 K. As simula¢cdes do complexo

hsPLA, gllA/suramina foram feitas em duas fases. Na primeira fase foi realizada uma
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simulacdo curta com posic¢Oes atdbmicas congeladas de suramina+hsPLA; glIA em ordem para
efetuar a hidratacdo do complexo. Na segunda fase, as simulacdes de dindmica molecular
normal foram realizadas sem qualquer restricdo nas posicOes atbmicas e a trajetoria foi
coletada. As trajetorias atdmicas foram analisadas e os desvios da raiz quadratica média
(RMSD) da PLA; foram computados. Os potenciais intermoleculares de interacao (PIl), que é
a soma de potenciais eletrostaticos e de Lennard-Jones, resultante da interacdo de a&tomos nédo
ligados, foram monitorados na segunda fase. A PIl foi computada entre a hsPLA; gllA e a
suramina com o objetivo de encontrar a correlacdo entre as medidas de Pll e as afinidades
realizadas por experimentos de fluorescéncia. As analises de dindmica molecular, PIl e

RMSD foram feitas usando o pacote de software GROMACS 3.3.1 (Lindahl E. et al., 2001).

3.14. Testes de caracterizacao dos efeitos de suramina contra as atividades das hsPLA>S
gll1A recombinantes
3.14.1. Teste de afinidade e mapeamento do sitio de ligacdo de suramina em hsPLA;
gll1A medida atraveés de fluorescéncia

ConcentracGes crescentes entre 0 e 100 uM de suramina (Sigma), diluida em tampéo
20 mM de NaH,POy, 150 mM de NaCl, pH 7,2 foram acrescentadas a 3 uM de hsPLA, gllA
recombinante e a afinidade de ligacdo foi monitorada através da medida de emissdo da
suramina no espectrofluorimetro Spectronic SLM 8100C a 25°C, utilizando cubeta de quartzo
de caminho Optico de 1 cm sob agitacdo. A suramina foi excitada em 350 nm e o espectro de

emisséo foi medida entre 375 e 500 nm (Fleck et al., 2003).
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3.14.2. Coeficiente de extingdo molar de suramina

Nas medidas fluorimétricas, a suramina foi excitada no comprimento de onda de 350
nm. No entanto, devido a absorbancia que o composto apresenta, ha uma perda na intensidade
de fluorescéncia emitida, como conseqiiéncia do efeito de filtro interno. Para a correcéo desse
efeito, fez-se necessario calcular o coeficiente de extingdo molar da suramina (g), para aplicar
um fator de correcdo para a analise correta das medidas de intensidade de fluorescéncia.
Dessa maneira, uma curva padréo da absorbancia de suramina em funcdo de sua concentracdo
foi feita (figura 11). Utilizando uma solugdo padréo de 100 uM de suramina, diferentes
concentracdes entre 0 e 70 uM foram diluidas em tampdo 20 mM de NaH,PO,, 150 mM de
NaCl, pH 7.2 e as absorbancias foram medidas em um espectrofotometro (Spectronic Genesys
2), anteriormente zerado com o ar, utilizando cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico.
O coeficiente de extin¢cdo molar de suramina, calculado através da tangente da reta, foi de

7060 cmM™.
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FIGURA 11: Curva padréo da absorbancia de suramina. O comprimento de onda utilizado foi de

350 nm e o coeficiente de extingdo molar calculado foi de 7060 cm™M™.
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4. RESULTADOS
4.1. Expressao, enovelamento e purificacdo da hsPLA; gllA e mutantes
4.1.1. Purificacéo das proteinas recombinantes mutantes da hsPLA; gl1A

Ap0s o enovelamento das proteinas recombinantes expressadas em E.coli, as mesmas
foram purificadas em HPLC, utilizando resina de troca catidonica SOURCE 15S. A figura 12
mostra o resultado da purificacdo por troca catibnica das proteinas recombinantes tipo
selvagem e mutantes D49K, AK57/R58, H48Q, K115A, K116A, K38A, K53A, K54A e R7A
de hsPLA; gllA. O fracdo protéica padrdo (2) representa a hsPLA; gllA recombinante tipo
selvagem eluida em torno de 12 a 14 minutos com cerca de 600 mM de NaCl e a fragdo (1)
corresponde as formas ndo nativas da hsPLA, gllA. Este resultado foi confirmado pela
avaliacdo da estrutura secundaria das duas fracdes, através da utilizacdo da técnica de

dicroismo circular.
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FIGURA 12: Cromatograma da purificacdo da hsPLA, gllA tipo selvagem e mutantes em
coluna de troca catidnica Source 15S. O mesmo perfil de elui¢do é apresentado tanto para hsPLA,
gllA tipo selvagem quanto para as proteinas recombinantes mutadas. A fragdo 1 corresponde as
formas mal redobradas da hsPLA, glIA tipo selvagem e mutantes durante o processo de
enovelamento e a fracdo 2 corresponde & forma nativa das proteinas eluidas em torno de 12 a 14

minutos.
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As proteinas recombinantes mutadas de hsPLA; gllA apresentaram uma leve alteracao
no tempo de eluicdo em relagdo ao da proteina tipo selvagem, devido as mutacGes sitio-
dirigidas que substituem aminodcidos positivos por alanina. As demais proteinas mutadas
K15A, K57A, R58A e K123A também apresentaram o mesmo perfil de eluicdo da hsPLA;
gllA tipo selvagem (dados ndao mostrados). A auséncia de picos adicionais mostrou que 0s
corpos de inclusdo extraidos das células de E. coli foram bem purificados, eliminando a
presenca de proteinas contaminantes de E.coli. Os niveis de hsPLA; gllA tipo selvagem e

mutadas obtidas apos purifica¢do variaram de 5,0 a 15,0 mg/L de cultura.

4.1.2. Dicroismo circular da hsPLA; gllA tipo selvagem e mutantes

Para excluir a possibilidade de grandes perturbacdes estruturais causadas pelas
mutacdes pontuais na proteina, mediu-se o espectro de CD das proteinas mutantes da hsPLA,
gllA na regido UV-distante (200-250nm) para avaliar a estrutura secundaria. Proteinas ricas
em o-hélices apresentam espectro de CD caracteristico com valores minimos em 208 e 222

nm.

A figura 13 mostra o espectro de CD da hsPLA; gllA tipo selvagem e das mutantes
R7A, K15A, G30S, K38A, H48Q, D49K, K53A, R54A, K57A, R58A, AK57/R58, K115A,
K116A e K123A. Todas as proteinas mutadas apresentadas na figura mostraram o espectro de
CD semelhante ao da proteina tipo selvagem, que apresenta dois minimos em 208 e 222 nm,

caracteristico de proteinas ricas em a-hélice.
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FIGURA 13: Espectro de dicroismo circular na regido UV-distante de hsPLA, gllA tipo
selvagem e proteinas mutantes. As mutagdes sitio-dirigidas apresentadas ndo perturbaram a estrutura

secundaria das proteinas recombinantes.

Apds a caracterizacdo bioquimica, as proteinas tipo selvagem e mutantes foram
utilizadas em ensaios bioldgicos e biofisicos para mapear o sitio de ligacdo da suramina com a

hsPLA, glIA.

4.2. Teste de atividade enzimatica através de indicador de &cido graxo livre

Um teste de atividade hidrolitica, realizado através da técnica do ADIFAB, um
indicador de acido graxo livre, foi feito tanto para a hsPLA; gllA tipo selvagem quanto para
as mutantes G30S, H48Q e D49K . Essas trés mutantes do sitio ativo da hsPLA; gllIA foram
utilizadas para avaliar se a propriedade de hidrolisar fosfolipidios de membranas, era na sua
integridade, responsavel pelas atividades observadas contra membranas bioldgicas e
artificiais. A figura 14 mostra a razdo de intensidade de fluorescéncia por tempo apos adicdo

das proteinas. Através da metodologia utilizada, com substrato de mesma composi¢do
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fosfolipidica dos experimentos de liberacdo de calceina, porém com proporcdo molar de 9
DOPC: 1DOPG, tanto a hsPLA; gllA tipo selvagem quanto as proteinas recombinantes
mutadas apresentaram atividade hidrolitica, através do aumento da razdo da intensidade de

fluorescéncia (lsos/l225 nm) observada.
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FIGURA 14: Hidrolise fosfolipidica da hsPLA, gllA tipo selvagem e proteinas mutadas no sitio
ativo na presenca de Ca®*. Razdo da intensidade de fluorescéncia (I) em 505 e 425 nm apés a adigo
de 0,1 pg/mL da hsPLA,; glIA tipo selvagem e 30 pg/mL das mutantes G30S, H48Q e D49K. Para o
controle experimental foi adicionado 0,1 pg/mL da hsPLA, gllA tipo selvagem na presen¢a de 1mM
de EGTA. Gréficos representativos de um total de 3 experimentos. A adigdo das proteinas foi feita

apos 10 minutos.

A partir dos dados obtidos anteriormente, as atividades hidroliticas para as proteinas
mutantes tambem foram calculadas (figura 15). As proteinas mutantes G30S, H48Q e D49K
apresentaram, respectivamente, atividades especificas de 0,125 uM.min>.mg™ (0,046% da
atividade da enzima tipo selvagem); 0,118 pM.min*.mg™ (0,043% da atividade da enzima tipo
selvagem) e 0,049 pM.min>.mg™ (0,018% da atividade da enzima tipo selvagem). Assim

como observado para a proteina tipo selvagem (ver controle da figura 14), as proteinas
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mutantes também néo apresentaram atividade hidrolitica na presenca de EGTA, um quelante
de Ca** (dados ndo mostrados). Dessa maneira, o resultado mostrou que as mutacdes pontuais
geradas no sitio ativo da proteina reduziram significativamente a atividade de hidrolise da

mesma.
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FIGURA 15: Atividade hidrolitica da hsPLA, gllA tipo selvagem e proteinas mutadas no sitio
ativo na presenca de Ca®. A proteina tipo selvagem apresentou uma atividade especifica de 271
uM.min™.mg™, enquanto as mutantes G30S, H48Q e D49K apresentaram, respectivamente, atividades
especificas de 0,125 pM.min*.mg™; 0,118 pM.min“.mg® e 0,049 pM.min".mg™. Gréficos

representativos de um total de 3 experimentos.

4.3.Caracterizacéo do efeito da suramina nas atividades bioldgicas da hsPLA; gl1A
4.3.1. Atividade de ativacdo de macrofago através da producdo de 6xido nitrico

Os testes de ativacdo em linhagens de células de macrofagos baseiam-se na avaliagdo
da producdo de NO, um método viavel por ser barato e de facil manipulacdo. Dessa maneira,
a atividade de ativacdo de macrofago da hsPLA, gllA tipo selvagem foi avaliada contra a
linhagem de células humanas U937. A figura 16 mostrou auséncia de ativacdo das células,
uma vez que a concentracdo de nitrito, produzida pelas células incubadas com diferentes

concentragfes da proteina, manteve-se no nivel basal do controle negativo (células sem
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estimulo). Além disso, o controle positivo, feito com 500 ng/mL de LPS, ndo estimulou a
ativacdo celular conforme esperado. Dessa maneira, decidimos ndo continuar os estudos com

essa linhagem.

NO> (uM)

)

hsPLA, glIA (ug/mL

FIGURA 16: Avaliacdo da ativacdo de células de macrdéfagos U937 pela agdo da hsPLA, gllA
através da producdo de nitrito. Concentra¢des crescentes de hsPLA, gllA tipo selvagem entre 0,1 e
1 pg/mL foram incubadas com 5x10° células/mL. O controle positivo (C+) corresponde 500 ng/mL de

LPS e o controle negativo corresponde as células sem estimulo.

O teste de ativacdo dos macréfagos de linhagem RAW 264.7 também foi avaliado e o
resultado mostrou que a concentragdo de nitrito aumenta gradativamente com o aumento da
concentracdo da hsPLA, gllA tipo selvagem, ou seja, o efeito de ativacdo de macrdfagos €
dependente da concentracdo protéica e que nessas concentra¢fes ndo ha citotoxicidade a
célula (dados ndo mostrados). Dessa forma, pdde-se concluir que a hsPLA; gllA promove a
ativacdo dessa linhagem de macrofagos, uma vez que a produgédo de nitrito para todas as
concentragoes utilizadas foi significativamente maior do que o controle negativo (p<0,05). A

figura 17 mostra o efeito de ativacdo de macréfagos RAW 264.7 pela acdo de 50ug/mL da
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hsPLA, gllA. Esta concentracdo foi escolhida, pois além de ndo apresentar citotoxicidade
para as células, confere uma ativacdo de aproximadamente 50 % de efeito. Os testes foram
feitos na presenca de polimixina, um composto policatiénico que neutraliza o efeito do LPS
(Delehanty et al., 2007; Johnson et al., 2008), para eliminar qualquer traco contaminante de

LPS proveniente da preparacdo da proteina recombinante expressada em E.coli.
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FIGURA 17: Avaliacao da ativagdo de celulas de macréfagos RAW 264.7 pela agdo da hsPLA,
gllA através da producéo de nitrito. Concentracgdo fixa de 50 pg/mL hsPLA, gllA tipo selvagem foi
incubada com 2x10° células/mL. O controle negativo corresponde as células apenas; o controle
positivo (C+) corresponde a 2 pug/mL de LPS e o controle (PM) corresponde a 2 pug/mL de LPS com
adicdo de 30 pg/mL de polimixina (PM), um inibidor de LPS.

Para caracterizar se a atividade de ativagdo de macrofagos da hsPLA, gllA tipo
selvagem é ou ndo dependente de catélise, um teste foi feito com as proteinas mutantes do
sitio ativo. A figura 18 mostra a concentragdo de nitrito produzida pelas células RAW 264.7
quando incubadas com as proteinas tipo selvagem e mutantes G30S, H48Q e D49K. O

resultado mostrou que as proteinas mutantes reduziram drasticamente a atividade de ativacéo
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em relacdo a tipo selvagem, demonstrando que a atividade de ativacdo de macrofagos RAW

264.7 da hsPLA; gllA é dependente da atividade catalitica.

17,5;: %
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FIGURA 18: Avaliacao da ativacdo de células de macréfagos RAW 264.7 pela acao da hsPLA,
gllA tipo selvagem e mutantes através da producdo de nitrito. A concentracdo de 2x10°
células/mL foi incubada com 50 pg/mL da hsPLA, gllA tipo selvagem e das mutantes G30S, H48Q e
D49K. O controle negativo (C-) corresponde as células sem estimulo; o controle positivo corresponde
a 2 pg/mL de LPS e o controle PM corresponde a 2 pg/mL de LPS com adi¢do de 30 pg/mL de
polimixina, um inibidor de LPS.

Posteriormente, o efeito da suramina na atividade de ativacdo de macréfagos da
hsPLA, gllA tipo selvagem foi avaliado. A figura 19 mostra a concentracdo de nitrito
produzida pelas células quando incubadas com 50 pg/mL da proteina tipo selvagem na
presenca de concentracfes crescentes de suramina. O resultado demonstra que a suramina
inibe essa atividade de maneira dose- dependente, reduzindo em 68% da atividade da proteina

tipo selvagem com 100 UM de suramina.
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FIGURA 19: Efeito da suramina na atividade de ativacdo de macrofagos RAW 264.7 da hsPLA;
gllA tipo selvagem. A mistura de 50 pg/mL de hsPLA, gllA com concentracGes crescentes de

suramina foram incubadas com 2x10° células/mL.

4.3.2. Atividade bactericida
4.3.2.1. Contagem de Unidades formadoras de colénias (CFU) em placas de Petri

O efeito de suramina na atividade bactericida de hsPLA;, gllA tipo selvagem foi
avaliado contra a linhagem Micrococcus luteus (ATCC 9341). ConcentracGes crescentes entre
0 e 50 pM de suramina foram incubadas com 2x10"células/mL por 3 horas a 37°C na presenca
de uma concentragéo fixa de 5 ug/mL da proteina. A figura 20 mostra 0 nimero de CFU/mL
(unidades formadoras de colonias) em fungdo da concentracdo de suramina. O resultado
mostrou auséncia de efeito de reducdo de CFU para suramina sozinha (controle negativo). A
hsPLA; gllA, na auséncia de suramina, apresentou uma diminui¢cdo de 85 % do numero de
CFU. Entretanto, na presenca de diferentes concentra¢es de suramina, a atividade bactericida
da proteina tipo selvagem foi de 90 % de reducdo de CFU, demonstrando que a interacdo de
suramina com a proteina tipo selvagem ndo altera significativamente sua atividade bactericida

contra M. luteus.
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FIGURA 20: Efeito de suramina na atividade bactericida da hsPLA; gllA tipo selvagem. Efeito
sobre 2x10" células/mL de M.luteus. Os controles negativo e positivo correspondem,
respectivamente, a apenas células e suramina sozinha (50 puM). A concentracdo da proteina foi de 5

png/mL. O gréfico é representativo de um total de 3 experimentos.

4.3.2.2. Citometria de fluxo

O efeito de suramina na atividade bactericida da hsPLA; gllA tipo selvagem contra
M.luteus também foi avaliado através da técnica de citometria de fluxo. Aliquotas de 50 pL
contendo 2x10’ células/mL foram incubadas com uma mistura de uma concentracdo fixa de 5
ug/mL da hsPLA; gllA tipo selvagem e concentragfes variaveis de suramina, por 3 horas a
37°C. Apos esse periodo, as células foram diluidas (1:10) em tampdo e 5 pg/mL da sonda
Sytox Green adicionados. Os histogramas da figura 21 mostram a distribuicdo de intensidade
de fluorescéncia em: (A) células bacterianas (controle negativo); (B) células fervidas para
permeabilizar as membranas da bactéria, permitindo a incorporagdo maxima da sonda

(controle positivo experimental); (C) células incubadas com 10 uM de suramina; (D) das

células apenas na presenca de 5ug/mL de hsPLA; gllA, (E) células na presenga de suramina




RESULTADOS 49

(10 uM) e hsPLA; gllA (5 pg/mL) e (F) concentracfes crescentes de suramina na presenca da
hsPLA; gllA. Quando a sonda entra, ela se associa com os &cidos nucléicos, ocorre um
aumento da eficiéncia quantica da sonda e consequente aumento da fluorescéncia observada.
O controle positivo (B) mostrou que todas as células bacterianas foram permeabilizadas
quando aquecidas. As células bacterianas que foram incubadas com suramina (C) revelaram o
mesmo perfil do controle negativo (A), ou seja, baixa intensidade de fluorescéncia da sonda,
evidenciando que suramina sozinha ndo apresenta efeito bactericida. Comparando os
histogramas D e E pode-se ver claramente que a suramina ndo inibe a atividade bactericida da

hsPLA, gllA até a concentracdo méaxima testada (ver grafico F).
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FIGURA 21: Histogramas do efeito de suramina na atividade bactericida da hsPLA, gllA
contra M.luteus fornecidos através da citometria de fluxo. Em (A) apenas bactérias (controle
negativo); (B) bactérias aquecidas (controle positivo); (C) células na presenca de suramina (10 puM);
(D) células na presenca de 5 ug/mL de hsPLA; gllA, (E) células na presenca de suramina (10 uM) e
hsPLA, gllA (5 ng/mL) e (F) porcentagem de CFU em fungdo da concentragdo de suramina na

presenca de 5 ug/mL de hsPLA; gllA.
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4.4. Caracterizacdo do efeito da suramina nas atividades da hsPLA, gllA contra
membranas artificiais
4.4.1. Atividade de danificacdo de membranas independente de Ca**

A liberacdo de marcadores fluorescentes encapsulados dentro de lipossomos é uma
técnica utilizada para o estudo dos efeitos da interacdo de PLA,s com membranas. Nestes
experimentos, a perda da integridade da membrana lipossomal resulta na diluicdo do
fluoréforo, com conseqliente aumento do sinal de fluorescéncia (De Oliveira et al., 2001;
Rufini et al., 1992). A liberacéo total do fluoréforo encapsulado ocorre ap6s a adicdo de 0,1%
do detergente TRITON X-100 em 170 segundos de ensaio e os dados sdo apresentados como
porcentagem deste valor maximo.

Apbs a caracterizacao dos testes de liberacdo com diferentes misturas lipidicas (dados
ndo mostrados), a mistura de DOPC:DOPG foi escolhida para caracterizar o efeito de
suramina contra a atividade de danificacdo da hsPLA; gllA, uma vez gque apresenta maior
estabilidade e tem sido ostensivamente utilizada na literatura para o entendimento do
mecanismo de acdo da proteina (Baker et al., 1998; Beers et al., 2003). Dessa forma, um
estudo com essa mistura na razdo molar de 1:1 foi feito e os resultados mostraram que a
atividade de danificacdo de membranas independente do cofator Ca** foi dependente da
concentracdo da hsPLA; gllA tipo selvagem (figura 22). A faixa de concentracdo de proteina
utilizada foi de 2 a 8 pug/mL, onde 2 pg/mL apresentou uma atividade de liberacdo de calceina
de aproximadamente 24%. Esse resultado sugere que a atividade de danificacdo de

membranas artificiais da hsPLA; gllA é independente da hidrdlise.
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FIGURA 22: Porcentagem de liberagdo de calceina induzida pela hsPLA, gllA. AdicGes de
concentragdes crescentes entre 2 e 8 ug/mL da proteina hsPLA; gllA tipo selvagem em 15 segundos,
levaram a liberacdo de calceina do interior dos lipossomos. Apos a adicdo de 0.1% de TRITON X-

100, em torno de 170 segundos, ocorreu 100% de liberacéo.

Entretanto, para melhor avaliacdo do efeito da suramina sobre a atividade de liberacéo
de calceina da hsPLA, gllA contra essa mistura lipidica, a propor¢do molecular de
proteina:lipidio foi alterada de 1:400 para 1:200, respectivamente. Esta mudanca fez com que
a proteina apresentasse uma maior atividade de danificacdo de membranas, pois com 4 pg/mL
mostrou uma liberagdo de calceina de aproximadamente 40% (figura 23). Dessa maneira,
concentracdes crescentes de suramina entre 0,25 e 12 uM foram adicionadas a proteina, na
concentragédo fixa, anteriormente relatada, e esse resultado revelou que a suramina reduziu a
atividade da proteina gradativamente. Esse efeito de inibig&o refletiu um comportamento com
dois patamares sugerindo, inicialmente, a existéncia de dois sitios ou mais de ligagdo da

suramina na proteina.
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FIGURA 23: Efeito de suramina na liberagdo de calceina induzida por hsPLA, gllA em
lipossomos compostos de 1:1 DOPC:DOPG. Porcentagem da liberacdo de calceina encapsulada apds
150 segundos da adicdo da proteina tipo selvagem, na presenca de concentracfes crescentes de
suramina entre 0,25 e 12 uM. A hsPLA,; gllA tipo selvagem apresentou 42% de liberagéo (na auséncia
de suramina).O efeito de liberagdo da proteina € menor quanto maior a concentracao de suramina. A
suramina sozinha nao causou liberagdo significativa de calceina (dado ndo mostrado). Com a adicao de
0.1% de TRITON X-100, em torno de 170 segundos, ocorreu 100% de liberacéo.

Com o intuito de mapear o sitio de ligacdo da suramina responsavel pela inibicdo da
atividade de danificacdo da hsPLA, gllA e, posteriormente, correlacionar com os dados de
afinidade, o efeito da suramina na atividade de liberacdo de calceina das proteinas mutantes
foi avaliado (figura 24). Para o teste, utilizou-se a concentracdo fixa de 4 pg/mL de hsPLA;
gllA tipo selvagem e proteinas mutadas na auséncia e na presenca de 0,75 uM de suramina,
sendo que esta concentracédo foi escolhida, pois promove a inibi¢cdo de aproximadamente 50%

da atividade da proteina tipo selvagem.
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FIGURA 24: Efeito da suramina na liberacgéo de calceina induzida por hsPLA, gll1A e mutantes
em lipossomos compostos de 1:1 DOPC: DOPG. Porcentagem de liberagdo de calceina encapsulada
apo6s 150 segundos de adicdo das amostras. As barras preenchidas correspondem a 4 pg/mL das
proteinas hsPLA, gllA tipo selvagem e mutantes na auséncia de suramina. As barras hachuradas

correspondem a 4 ug/mL das respectivas proteinas na presenca de 0,75 uM de suramina.

Para melhor visualizacdo do efeito da suramina na atividade de liberacdo de calceina
da hsPLA; gllA tipo selvagem e mutantes em lipossomos com 1:1 DOPC — DOPG, um
grafico da porcentagem de reducéo da liberacdo de calceina foi feito (figura 25). O resultado
mostrou que a suramina inibiu de forma reduzida a atividade de liberacdo das proteinas
mutantes R7A, K15A, R54A, R58A e K123A em relacdo a proteina tipo selvagem. J& para as

mutantes H48Q, D49K e K116A a suramina realgou este efeito.
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FIGURA 25: Porcentagem de inibicao da atividade de liberacao de calceina da hsPLA,; gllA tipo
selvagem e mutantes, em lipossomos compostos de 1:1 DOPC:DOPG, pela a¢do da suramina.
Porcentagem de inibicdo da liberacdo de calceina encapsulada ap6s 150 segundos da adicdo das
amostras. Foram utilizadas 4pg/mL de cada proteina na presenca de 0,75 pM suramina. A atividade de

liberacdo de calceina da hsPLA; gllA tipo selvagem foi reduzida em 50%.

4.4.2. Atividade hidrolitica da hsPLA; gl1A

A figura 26 mostra o efeito da suramina na atividade de hidrolise da proteina tipo
selvagem, avaliado nas mesmas condi¢fes descritas no item 4.2. A hsPLA, gllA apresentou
uma atividade especifica de 271 uM.min .mg™?, na auséncia de suramina, enquanto que na
presenca de concentracdes crescentes de suramina apresentou uma atividade especifica
reduzida, chegando a 35pM.min".mg™ com 100 nM de suramina (13% da atividade da enzima
tipo selvagem). Esse resultado mostra que a suramina inibe a atividade hidrolitica da enzima,

sugerindo a existéncia de um possivel sitio de ligagdo da suramina.




RESULTADOS 55

160

140 +

- P
100—- \+

80+

60

404
] i\

20 u

Atividade hidrolitica (pmol.min'l.mg'l)

3

1 10 100
Suramina [nM]

FIGURA 26: Efeito da suramina na atividade hidrolitica da hsPLA, gllA tipo selvagem. A
atividade especifica da hsPLA, gllA foi de 271 umol.mim™.mg™. Na presenca de concentracdes
crescentes de suramina, a atividade da proteina foi reduzida, chegando a 35 umol.mim™.mg™ com 100

nM de suramina.

4.5. Caracterizagao estrutural da interacad da suramina com a hsPLA; gl1A recombinante
4.5.1. Dinamica molecular

Estudos de dindmica molecular foram utilizados para auxiliar na caracterizagcéo
estrutural da interacdo do complexo suramina/hsPLA; gllA. A localizag&o inicial da suramina
na superficie da hsPLA, gllA identificou duas configuracdes alternativas (denominadas
CONF-1 e CONF-2 — ver materiais e métodos). A molécula de suramina foi dividida em duas
regides SUR-1 e SUR-2. Em ambas as configuracdes, a regido SUR-1 da suramina encontra-
se localizada na superficie que forma a regido do sitio ativo/ligacdo do substrato. A figura 27
mostra, em CONF-1, a regido SUR-2 da suramina que esta em contato com o residuo K15 da
regido N-terminal da proteina (Figura 27 B), e em CONF-2, a regido SUR-2 da suramina esta

orientada para o residuo K116 localizado na regido C-terminal (Figura 27 C).
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FIGURA 27: (A) Estrutura quimica da suramina mostrando a divisdo da molécula (regides
denominadas de SUR-1 e SUR-2) para analise dos dados de simulacdo molecular. (B) e (C)
Representacdo em superficie sélida do complexo hsPLA, gllA/suramina com vista para o sitio de
reconhecimento interfacial (SRI) da proteina, mostrando as regies SUR-1 (verde) e SUR-2
(vermelho) da suramina. As duas configuracbes CONF-1 (B) e CONF-2 (C) da suramina sao
mostradas, na quais a SUR-2 faz contatos com 0s aminoacidos K15 e K116 (em azul) nas regifes N- e
C-terminal da proteina (indicada como N e C, respectivamente).
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Simulacdes de dinamica molecular também foram utilizadas para avaliar em mais
detalhes as regiGes da proteina que podem estar envolvidas na formacdo do complexo
suramina/hsPLA, gllA. A energia potencial intermolecular (PE) tem sido utilizada como
parametro para avaliar os sitios de ligacdo no complexo. A energia potencial total € a soma
das interacdes entre a hsPLA; gllA e as regides SUR-1 e SUR-2 da suramina. Estes potenciais
de energia foram designados de PEs; (PE entre a hsPLA ,gllA e SUR-1), PEs, (PE entre a
hsPLA; gllA e SUR-2) and PEs (a PE total entre hsPLA;, gllA e a suramina, igual a soma de
PEs; e PEsy). As trajetorias destas energias potenciais estdo representadas na figura 28, a qual
mostra que os perfis da energia potencial de PEs; (figura 28, painel superior) sdo similares
para as CONF-1 e CONF-2, com altas energias de atracio variando entre 10.0 e 34.0 kJ.mol™.
Em contraste, as trajetdrias de PEs; da regido SUR-2 da suramina na conformacdes CONF-1
e CONF-2 apresentam diferentes perfis (figura 28, painel do meio).

Embora a energia média mais baixa fosse alcancada durante a simulacdo da
conformagdo CONF-2, no fim do curso do tempo as energias de ambas as conformacg6es eram
aproximadamente iguais. A média tomada sobre a simulacgdo inteira sugere que a CONF-2 é
favorecida por uma diferenca da energia potencial de -15.0 kd.mol™. Além disso, os desvios
padrdes das energias potenciais sdo reduzidos na simulacdo CONF-2 em comparagdo com a
CONF-1, a qual é caracteristica de uma conformacao mais estavel. As diferencas observadas
na energia potencial total (PEs) durante a simulacdo (figura 28, painel inferior) refletem as
diferentes interagdes da regido SUR-2 da suramina com a proteina nas conformac6es CONF-1
e CONF-2.

Portanto, os estudos de simulacdo identificaram 3 regides que podem estar envolvidas

na interacdo do complexo hsPLA; gllA/suramina.
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FIGURA 28: Trajetorias da energia potencial (PE) para o complexo hsPLA; gllA/suramina. As
médias e desvios padrdes (sd) para os valores de PE de ambas configuragdes CONF-1 e CONF-2 sdo
mostradas para as regides SUR-1 e SUR-2 da suramina (painéis superior e do meio, PEs, e PEgy,

respectivamente), e a molécula completa de suramina (painel inferior - PEs).

4.5.2. Calorimetria de titulacdo isotérmica (CTI)

A predicdo dos estudos de dindmica molecular foi avaliada por calorimetria de
titulacdo isotérmica (CTI) e os resultados sdo apresentados na figura 29. A linha sélida da
curva de titulacdo calorimétrica foi melhor descrita pelo modelo independente de ligacdo que
identificou 2.7 sitios de ligacdo da suramina por molécula de proteina, o que é consistente
com o numero de sitios preditos pelos estudos de simulacdo de dindmica molecular. A
entalpia de interagdo da suramina é endotérmica com o valor de 119,8 ki.mol™ e a afinidade

de ligac&o aparente da suramina pela hsPLA,GIIA foi de 4,2 x 10°°.
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FIGURA 29: Curva calorimétrica da interacdo entre a suramina com a hsPLA,; gll1A obtida pela
técnica de calorimetria de titulacdo isotérmica (CTI). A linha solida representa a melhor
apresentacdo dos dados experimentais usando o modelo independente de ligagdo (ver materiais e

métodos para mais detalhes).

Em suma, os resultados experimentais de CTI sugerem que a hsPLA; gllA apresenta 3
sitios de ligacdo da suramina e a analise das caracteristicas eletrostaticas das duas moléculas
envolvidas na formacdo do complexo, avaliadas pela técnica de DM, mostrou que € possivel
predizer 2 configuracbes da ligacdo da suramina baseada nas interagcdes dos grupos
carregados. Estes resultados predizem que os 3 sitios de ligacdo da suramina na hsPLA; gllIA,
observados nos experimentos de CTI, sdo localizados em 1) regido do sitio ativo/ligacdo do
substrato, 2) na regido ao redor do residuo K15 da regido N-terminal e 3) na regido ao redor
do residuo K116 da regido C-terminal da proteina.

A partir desses resultados, a caracterizacdo estrutural da interacdo do complexo
suramina/hsPLA; gllA foi avaliada pela técnica de fluorescéncia utilizando mutantes sitios-

dirigidos da hsPLA; gl A para mapear os sitios de ligagdo da suramina.
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4.5.3. Teste de afinidade e mapeamento do sitio de ligacdo de suramina em hsPLA; gl1A
medida atraveés de fluorescéncia

Ensaios da afinidade de suramina com a hsPLA;, gllIA tipo selvagem foram feitos
através da medida de fluorescéncia de suramina. Concentracdes variaveis de suramina foram
acrescentadas a uma concentracdo fixa de 3 uM da proteina. A figura 30 mostra que o
aumento da intensidade de fluorescéncia de suramina, quando a mesma interage com a

hsPLA; gllA (B), é dependente da concentracdo de suramina.
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FIGURA 30: Intensidade de fluorescéncia da interagdo da suramina com hsPLA, gllIA pela
variacdo do comprimento de onda (A) de emissdo da suramina. Concentra¢des de suramina entre 0

e 5 uM foram incubadas com 3 uM da proteina.

A intensidade de fluorescéncia de suramina foi medida em comprimento de onda fixo
de 440 nm (figura 31), para avaliar o comportamento do perfil de afinidade da suramina por
hsPLA; gllA tipo selvagem. Esse resultado mostrou que a suramina interage com a proteina
tipo selvagem na faixa de concentragdo em micromolar, além disso, essa interagdo revelou um

perfil com comportamento sigmoidal. A linha solida nos dados representa uma sigmoidal por
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“Least Squares Fitting”, que fornece uma estimativa da constante de afinidade da suramina
por hsPLA, gllIA tipo selvagem de 6,309 uM. Este resultado corrobora com a afinidade

observada pelos dados de CTI.
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FIGURA 31: Afinidade da suramina com hsPLA, gllA pela concentragdo de suramina.
Comportamento sigmoidal da ligacdo de 3 uM de proteina com concentrac@es varidveis de 0 a 100

uM de suramina.

Para mapear os sitios de ligacdo da suramina em hsPLA; gllA, através da medida de
fluorescéncia de suramina, diferentes concentragcdes de suramina entre 0 e 50 uM foram
adicionadas a concentracdo fixa de 3 uM de cada proteina mutante. A figura 32 mostra que
todas as mutantes apresentaram o mesmo perfil de comportamento sigmoidal em relacdo a

tipo selvagem.
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FIGURA 32: Intensidade de fluorescéncia da afinidade da suramina com hsPLA, gllA tipo
selvagem e mutantes pela concentragdo de suramina. Comportamento sigmoidal da ligagdo de 3

uM de cada proteina com concentracfes variaveis de 0 a 50 uM de suramina.

A partir dos dados da figura 32, a tabela | foi feita para mostrar as estimativas da
constante de afinidade da suramina pelas proteinas mutantes da hsPLA, gllA. As proteinas
mutantes que demonstraram menor afinidade pela suramina em relacdo a tipo selvagem, em
ordem crescente, foram: K38A, K123A, K54A e a K15A; sendo esta Ultima, a proteina
mutante que reduziu, significativamente, a afinidade pela suramina em relacdo a tipo
selvagem. Ja as mutantes K57A, K116A, AK57/R58A juntamente com as mutantes da regido
do sitio ativo H48Q e D49K apresentaram uma maior afinidade pela suramina em relacéo a
tipo selvagem. Esses resultados mostram a presenca de dois sitios de ligagdo da suramina na
proteina, uma vez que foi observada a reducéo de afinidade pelos residuos K15, na regido N-
terminal, e K123, na regido C-terminal da proteina, corroborando com os dados observados

pelos estudos de dindmica molecular.
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TABELA 1 - Estimativa das constantes da afinidade de suramina pelas proteinas

PROTEINAS AFINIDADE (UM)
hsPLA, glIA 6.3
R7A 6.23
K15A 29.2
K38A 7.6
H48Q 5.0
D49K 36
K53A 6.4
R54A 13.1
K57A 5.4
R58A 6.7
AK57/R58A 3.4
K115A 7.0
K116A 3.9
K123A 9.9

Comparando esse resultado com os dados de atividade de danificagdo em membranas

de lipossomos, pdde-se observar que as mutantes H48Q e D49K, localizadas no sitio ativo da

proteina, que apresentaram uma maior afinidade pela suramina, tiveram sua atividade de

liberacdo inibida em mais de 50%. Por outro lado, as mutantes K15A, R54A e K123A, que

tiveram menor afinidade pela suramina, destaque para a primeira, a qual apresentou

significativamente menor afinidade dentre todas as proteinas, revelaram uma menor inibicdo
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de suas atividades em relacdo a proteina tipo selvagem. Esse resultado reforca a sugestdo de
que estas posicdes, as quais fazem parte da superficie de reconhecimento interfacial (SRI),
responsavel pela interacdo com o substrato, correspondem aos dois sitios de ligacdo da
suramina, além do terceiro sitio na regido do sitio ativo da proteina, predito nos testes de

simulacdo e de inibicdo da atividade hidrolitica protéica.

4.5.4. Avaliacdo da estrutura secundéaria da hsPLA; gll1A apos ligacdo com a suramina
A avaliacdo da estrutura secundaria da hsPLA, gllA tipo selvagem, apos interacédo
com concentracdes crescentes de suramina, foi realizada em espectropolarimetro Jasco 810
com cubeta de quartzo 1 mm e em comprimentos de onda de 200 a 250 nm. A figura 33
mostra os espectros de dicroismo circular (CD) para 3 uM (40 pug/mL) da proteina tipo
selvagem na auséncia e na presenca de suramina. O resultado mostrou que o espectro de CD
da proteina tipo selvagem, na auséncia de suramina, apresentou dois minimos em 208 e 222
nm, caracteristico de proteinas ricas em a-hélice. Entretanto, a adi¢do de apenas 5 uM de
suramina alterou, significativamente, a estrutura secundaria da proteina, sugerindo que a

interagdo da suramina na proteina promove uma mudanga na regido das a-hélices.
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FIGURA 33: Espectro de dicroismo circular na regido UV-distante de hsPLA, gllA tipo
selvagem, na auséncia e na presenca de suramina. O espectro da proteina, na auséncia de suramina,
apresentou estrutura secundaria com dois minimos em 208 e 222 nm, caracteristico de proteinas ricas
em a-hélice. Concentragdes crescentes de suramina entre 5 e 30 uM alteraram significativamente a

estrutura secundaria da proteina.

Para avaliar se este efeito é um artefato experimental devido ao espalhamento de
intensidade circular diferencial (CIDS — “circular differencial intensity scattering”) durante a
coleta das medidas dos espectros de CD, outros espectros de CD para as mesmas amostras
foram coletados mudando a distancia do caminho percorrido pela luz incidente, ou seja,
colocando a amostra proxima ao detector (Tinoco et al., 1987). A figura 34 revelou que os
perfis dos espectros de CD foram similares aos perfis da figura 33, evidenciando que a
diferenca entre os espectros na regido de 240 a 250 nm foi devida ao espalhamento, o qual se
mostrou minimo em relacdo a alteracdo significativa observada na regido das a-hélices,
reforcando a sugestdo de que a suramina causa uma perturbacéo significativa na estrutura

secundaria da proteina.
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FIGURA 34: Espectro de dicroismo circular na regido UV-distante de hsPLA, gllA tipo
selvagem, na auséncia e na presenca de suramina: inversao da posicéo da amostra. O espectro da
proteina, na auséncia de suramina, apresentou estrutura secundaria com dois minimos em 208 e 222

nm, caracteristico de proteinas ricas em a-hélice. Concentragdes crescentes de suramina entre 5 e 30

uM alteraram significativamente a estrutura secundaria da proteina.
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5.DISCUSSAO

As proteinas mutantes da hsPLA, gllA, geradas através da técnica de mutagénese por
reacdo em cadeia de polimerase, envolvem aminoacidos da regido do sitio ativo da proteina
que foram realizadas com o objetivo de eliminar a atividade catalitica da enzima, para
avaliarmos se a proteina ainda tera efeito depois de ndo mais apresentar atividade hidrolitica.
No mecanismo de atividade catalitica, o par de aminoacidos H48/D99 € responsavel pela
abstracdo dos elétrons da molécula de 4gua que age no ataque nucleofilico da ligacéo éster sn-
2 do fosfolipideo (Scott et al., 1990a). Assim, a substituicdo de histidina 48 por glutamina
(H48Q) elimina a atividade catalitica, porém mantém ligacbes de hidrogénio, que sédo
essenciais para a manutencdo da estabilidade estrutural. Ja as mutacdes G30S e D49K
eliminam a capacidade da enzima de hidrolisar fosfolipidios provavelmente por impedir a
ligacdo do cofator Ca** essencial. (Thunnissen et al., 1990; Verheij et al., 1981).

Além disso, proteinas mutantes de aminoacidos catibnicos que estdo expostos ao
solvente na superficie protéica também foram feitas para identificar os determinantes
estruturais responsaveis pelas interacdes proteina-substrato. Para esses residuos cationicos, foi
utilizada a estratégia de mutagénese sitio dirigida por escaneamento de alanina que consiste
na substituicdo sistematica de aminoacidos nativos para residuos de alanina. A técnica foi
originalmente desenvolvida para mapear a superficie de proteinas envolvidas em interacfes
proteina/proteina (Cunningham e Wells, 1989). Estas substituicdes sdo freqlientemente
direcionadas para aminodcidos especificos que possivelmente sdo importantes para
determinada fung&o. O residuo de Alanina foi escolhido para esta estratégia porque elimina a
presenca da cadeia lateral do aminodcido nativo substituindo-a por uma cadeia lateral que ndo
se estende além do carbono f. Isto evidencia o impacto da auséncia de determinada cadeia
lateral sob determinada funcdo, sem alterar, significativamente, a conformacdo da cadeia

principal, nem impor efeitos estéricos ou eletrostaticos extremos (Raffa, 2002). Essas
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proteinas mutantes foram utilizadas no projeto para avaliar o efeito de suramina nas atividades
apresentadas pela proteina e para mapear o sitio de ligacdo da suramina na proteina através do
teste de afinidade de suramina medida por fluorescéncia. Todas essas mutantes foram geradas
no DNA codificado da hsPLA; gllA e clonadas no vetor de expressdo pET3a. Estes
construtos foram transformados na linhagem de E. coli BL21(DE3)[pLysS] para a producéo
de hsPLA; gllA recombinante.

Os protocolos atualmente descritos para obtencdo de PLA,s de veneno envolvem a
expressao em E.coli (Kelley et al., 1992; Kuo et al., 1995; Liu et al., 1999; Ward et al., 2001),
através de proteina de fusdo (Giuliani et al., 2001; Liang et al., 1993; Yang et al., 2003) ou
ainda a expressao de PLA,s de veneno em hospedeiros eucariotos (Lefkowitz et al., 1999). As
PLA,s do veneno de serpentes freqiientemente sdo bem expressas por E.coli e geralmente nao
sdo toxicas para as células hospedeiras, mas a principal desvantagem é que as PLA,s dos
grupos | e 11 ndo sdo expressas na forma nativa, mas sim como agregados protéicos insoluveis
denominados corpos de inclusdo. Embora facilmente purificados por centrifugacdo, os corpos
de inclusdo devem posteriormente ser solubilizados com desnaturantes quimicos e a proteina
redobrada na sua conformacdo nativa através da reducdo lenta da concentracdo do agente
desnaturante. Além disso, como as PLA,s dos grupos | e Il apresentam de 6 a 8 pontes
dissulfeto, o enovelamento protéico deve ser realizado na presenca de tampdo de
oxidagéo/reducao.

Durante a expressao, enovelamento e purificacdo das proteinas recombinantes, tipo
selvagem e mutantes da hsPLA; gllA, observou-se nivel variado de expressdo dos diferentes
mutantes. Embora este efeito possa ter sido causado pela baixa estabilidade do RNA
mensageiro, esta variabilidade nos niveis de expressdo das diferentes proteinas mutadas néo
foi investigada. O primeiro passo no processo de purificacdo das proteinas expressas em

E.coli BL21 foi o isolamento dos corpos de inclusdo. As etapas de purificagdo dos corpos de
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inclusdo sdo fundamentais antes do enovelamento protéico, pois a presenca de contaminantes
influencia fortemente o processo. Um estudo mostrou que de todos os contaminantes
estudados, incluindo DNA, RNA, fosfolipidios e outras proteinas, a presenca de proteinas
contaminantes € o fator que mais interfere no rendimento protéico final (Batas e Chaudhuri,
1999).

Protocolos de enovelamento protéico usando uma resina de filtracdo em gel foram
relatados e este método tem sido utilizado com sucesso para redobrar corpos de inclusdo da
hsPLA; gllA (Ward et al., 2001). A difusdo reduzida das proteinas em coluna de filtracdo em
gel suprime as interacBes ndo especificas de moléculas parcialmente redobradas, reduzindo
assim a agregacdo (Batas e Chaudhuri, 1996). Outra etapa importante do processo de
enovelamento é a quantidade de hidrocloreto de guanidina (GdnHCI), um agente desnaturante
que interage com o solvente, causando destruicdo do arranjo estrutural existente entre as
moléculas de agua e a proteina. A perda desse arranjo reduz as interacdes hidrofobicas que
estabilizam a molécula, permitindo assim maior flexibilidade. No caso da hsPLA; gllA, a
concentracdo de 0,3 M foi ideal para a estabilidade relativa das interacGes hidrofébicas
essenciais para o equilibrio termodindmico da estrutura nativa, aumentando assim o
rendimento. Além disso, foi utilizado 1 mM do cofator Ca?*, que aumentou significativamente
o rendimento final do processo.

No processo de purificagdo por cromatografia de troca catidnica, o tempo de eluigéo
das mutantes foi similar ao tempo de eluicdo da forma nativa. A andlise da estrutura
secundaria das proteinas recombinantes é fundamental para eliminar as proteinas
recombinantes mutadas com conformacao estrutural ndo nativa. A ligacdo peptidica € rigida e
planar, e a rotagdo em volta do Ca € limitada por impedimento estérico das cadeias laterais
dos aminoacidos vizinhos. Isso faz com que certas conformagfes da cadeia principal sejam

energicamente favorecidas. O conjunto limitado de arranjos das ligagdes peptidicas tem sinais
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bem definidos de CD, e a soma das contribui¢fes resulta num espectro que é caracteristico de
cada proteina (Gore, 1998). Os resultados de CD na regido UV-distante (200-250nm),
mostraram que todas as proteinas mutantes renoveladas apresentaram estrutura secundaria
semelhante a da proteina tipo selvagem. Este resultado era esperado, pois a maioria das
mutacdes envolve residuos voltados para o solvente e, portanto ndo foram previstas alteracdes
significativas nas conformacdes das proteinas mutadas.

A proposta do envolvimento da hidrolise nas atividades da hsPLA, gllIA foi avaliada
através das proteinas mutantes da regido do sitio ativo. Um ensaio com o conjugado ADIFAB
foi realizado para avaliar a capacidade das proteinas mutadas no sitio ativo de hidrolisar
fosfolipidios. A enzima tipo selvagem apresentou atividade hidrolitica especifica contra
vesiculas unilamelares compostas de DOPC:DOPG de 271 pM.min.mg™ e este resultado
estd de acordo com a atividade desta enzima relatada na literatura (Baker et al., 1998; Singer
et al., 2002). Sabe-se que a mutacdo G30S reduz em mais de 10 vezes a afinidade pelo cofator
Ca’* e isso acarreta uma dréstica reducdo na atividade catalitica da enzima (Bekkers et al.,
1991). Além disso, a mutacdo H48Q demonstra uma atividade catalitica residual sobre
vesiculas unilamelares pequenas de DOPG de 2,8% comparado a atividade da enzima tipo
selvagem (Edwards et al., 2002). Esses dados corroboram com nossos estudos, uma vez que
as atividades residuais observadas para as mutantes G30S e H48Q foram aproximadamente
0,1% da enzima tipo selvagem. Por outro lado, a atividade residual apresentada pela mutante
D49K de aproximadamente 0,02% em relacdo a proteina tipo selvagem foi um resultado
inesperado, pois um estudo realizado por LI e colaboradores (1994) com mutantes D49N,
D49E, D49Q, D49K e D49A da PLA; pancreéatica bovina mostrou que de todas as proteinas
mutadas na posic¢ao 49, a unica que manteve uma capacidade 12 vezes menor de ligacéo de
Ca®* em relagdo & proteina tipo selvagem, foi a mutante conservativa D49E. Os resultados

apresentados neste trabalho mostraram que a atividade enzimatica residual das mutantes
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G30S, H48Q e D49K da hsPLA, gllA é dependente de Ca®*, pois na presenca de EGTA a
atividade hidrolitica foi abolida. Desse modo, essas proteinas mutantes, com atividade
enzimatica residual, foram utilizadas nos estudos das atividades da hsPLA, gllA para
caracterizacdo de mecanismo dependente ou independente de hidrélise.

Sabe-se que a ativacdo da resposta imune inata pode ser induzida através de diferentes
estimulos, como agentes infecciosos e seus produtos, materiais toxicos, traumas, particulas ou
células estranhas, que resultam na sintese de diferentes mediadores. O principal reflexo da
resposta imune inata é o processo inflamatorio que compreende uma série de eventos
complexos e culminam em alteracdo da microvasculatura e no recrutamento celular, e que tem
como sinais cardinais a dor, o calor, o rubor, o tumor (ou edema). Alguns estudos tém
mostrado que PLA,s secretadas (SPLA,S) contribuem para a biosintese de mediadores lipidios
em células inflamatorias, tais como: mastocitos, macrofagos, neutréfilos e eosinofilos
(Triggiani et al., 2006). Entre estes mediadores podemos citar citocinas, quimiocinas,
proteinas do sistema do complemento e os derivados dos fosfolipideos de membrana, como o
Fator Ativador de Plaquetas (PAF), metabdlitos do Acido Araquidonico (AA) ou leucotrienos
e prostaglandinas (Funk, 2001; Luster e Tager, 2004; Triggiani et al., 2006). O mecanismo,
pelo qual as sSPLA,s atuam nestes processos, ainda € desconhecido. Evidéncias sugerem que a
atividade catalitica destas proteinas € o principal mecanismo de acdo em tais efeitos (Gelb et
al., 1995; Kudo e Murakami, 2002). Entretanto, alguns autores relatam que a ativagdo de
células inflamatérias é provocada pela interacdo das sPLA,s com receptores especificos
(Lambeau e Lazdunski, 1999; Triggiani et al., 2005; Valentin e Lambeau, 2000). Por
exemplo, sPLA,s cataliticamente inativas ainda induzem inflamac&o (Fonteh et al., 2001;
Triggiani et al., 2003).

A hsPLA; gllA foi inicialmente caracterizada como uma enzima secretada encontrada

no fluido sinovial (Kramer et al., 1989; Seilhamer et al., 1989). Portanto, estudos
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subsequentes tém demonstrado um amplo padrdo de expressdo em tecidos humanos sendo
encontrada em macrofagos (Inada et al., 1991), células Paneth do intestino (Nevalainen e
Haapanen, 1993; Qu et al., 1996), células da glandula lacrimal (Aho et al., 1996; Nevalainen
et al., 1994), plaquetas (Kramer et al., 1989), neutrofilos (Wright et al., 1990) e mastocitos
(Murakami et al., 1992). A hsPLA; gllA é considerada uma proteina de fase aguda da
resposta imunoldgica, pois sua expressdo é induzida por endotoxinas e citocinas via processos
autocrinos e/ou paracrinos durante processos inflamatdrios (Crowl et al., 1991).

Na avaliacdo do potencial de ativacdo da hsPLA; gllA sobre células de macré6fagos,
duas linhagens foram utilizadas, sendo uma de célula humana (U937) e a outra de células
peritoneais de camundongo Balc/c (RAW 264.7). O ensaio fundamentou-se na incubacdo das
respectivas células com diferentes concentracdes da proteina tipo selvagem para posterior
quantificacdo do nitrito produzido. O 6xido nitrico (NO) é uma espécie reativa do nitrogénio e
estd envolvida na regulacdo de diversos mecanismos fisio-patofisiologicos nos sistemas
cardiovascular, nervoso e imunoldgico. Esse radical livre pode agir como um agente
citotoxico intra e extracelular em processos patologicos, particularmente em desordens
inflamatorias (Jancar e Sanchez Crespo, 2005; Suschek et al., 2004). Portanto, células de
macrdfagos, quando ativadas, liberam NO, produto catalisado pela enzima NO sintase
(Griffith e Stuehr, 1995; Lorsbach et al., 1993; Macmicking et al., 1997; Nathan, 1992). A
escolha deste método foi feita devido a sua alta viabilidade, a qual é conferida pelo seu baixo
custo e facil manipulac&o.

Dessa forma, a avaliacdo dos resultados para as células de macrofagos U937 mostrou
auséncia de ativacdo, uma vez que a producdo de nitrito, metabdlito estavel do NO, para todas
as concentragdes utilizadas de proteina tipo selvagem, manteve-se no nivel basal do controle
negativo (células sem estimulo). O controle positivo foi feito com LPS, pois, como outras

substancias, este composto promove a ativacdo de células de macréfagos (Macmicking et al.,




DISCUSSAO 73

1997; Nathan, 1992; Terenzi et al., 1995). Devido a falta de estimulo da ativacdo dessas
células pelo LPS, resultado ndo esperado, e a auséncia do efeito da hsPLA; gllA, os estudos
com essa linhagem nédo foram continuados.

O potencial de ativacdo de macrofagos da linhagem RAW 264.7 pela acdo da hsPLA,
gllA tipo selvagem também foi avaliado e para eliminar qualquer trago contaminante de LPS
proveniente da preparacdo da proteina recombinante expressada em E.coli, todos os testes
foram feitos na presenca de polimixina, um composto que interage com o LPS, bloqueando o
Seu acesso aos receptores celulares e assim neutralizando seu efeito (Delehanty et al., 2007;
Johnson et al., 2008; Moore et al., 1986; Shimomura et al., 2003). Assim, a avaliacdo dos
resultados mostrou que o efeito de ativacdo de macréfagos RAW 264.7 pela acdo da hsPLA,
gllA foi dependente da concentracdo da mesma, uma vez que a producéo de nitrito para todas
as concentragdes aumentou significativamente em relagdo ao controle negativo (p<0,05) e que
nessas concentracfes ndo houve citotoxicidade a célula.

O mecanismo de acdo da hsPLA; gllA na ativacdo de macréfagos foi avaliado, através
da utilizacdo das proteinas mutantes do sitio ativo para caracterizar se essa atividade é ou nao
dependente de catalise. A concentracdo de nitrito produzida pelas células RAW 264.7 quando
incubadas com as proteinas mutantes G30S, H48Q e D49K mostrou-se drasticamente
reduzida em relacdo a proteina tipo selvagem. Esse resultado corrobora com o0s estudos
encontrados na literatura, reforcando a sugestdo de que a atividade de ativacdo de macrofagos
RAW 264.7 da hsPLA; gllA ¢é dependente de catalise.

Uma grande variedade de inibidores de PLA,s é encontrada na literatura, atuando
contra os efeitos inflamatdrios destas enzimas (Chandra et al., 2002b; Church et al., 2001;
Mihelich e Schevitz, 1999; Ripka et al., 1989). A maioria € composta de inibidores
competitivos que competem com o substrato fosfolipidico pelo sitio ativo da enzima. Muitos

outros compostos também foram identificados como inibidores competitivos de PLA;s, dentre
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eles estdo: compostos indolicos (Bernard et al., 2001; Dillard et al., 1996; Draheim et al.,
1996), peptideos sintéticos (Chandra et al., 2002b), vitamina E (Chandra et al., 20023;
Pentland et al., 1992; Traber e Packer, 1995), flavonoides (Lindahl e Tagesson, 1997) e outras
substancias. E sabido, que suramina é um derivado de naftiluréia polissulfonado conhecido
por apresentar atividade anti-tripanossomal (Den Hertog et al., 1989; Nakazawa et al., 1991) e
possui a capacidade de ligagdo em uma variedade de proteinas, tais como, fator de
crescimento derivado de plaquetas (Hosang, 1985; Huang e Huang, 1988) e fator de
crescimento de fibroblastos (Rifkin e Moscatelli, 1989). Arruda e colaboradores (2002)
relataram que a suramina reduz a atividade miotdxica in vivo do veneno de B. jararacussu. A
pré-incubagdo de suramina com a PLA,-Lys49 (BthTX-1) a 37°C por 15 minutos aboliu as
atividades de paralisagdo muscular e danificagdo muscular induzidas por BthTX-I (De
Oliveira et al., 2003). Diante da alta similaridade na sequéncia de aminoacidos entre a BthTX-
I e a hsPLA, gllA, as caracterizacGes bioldgicas e estruturais da interacdo do complexo
suramina/hsPLA; gllA merecem ser investigadas, pois a busca de novos inibidores de PLAS
favorecem o tratamento de doencas inflamatorias.

Dessa maneira, o efeito da suramina na atividade de ativacdo de macrdfagos da
hsPLA, gllA foi avaliado. A concentracdo de proteina utilizada foi de 50 pg/mL, pois além de
ndo apresentar citotoxicidade, esta confere uma ativacdo de aproximadamente 50 %. Além
disso, o controle experimental com apenas suramina ndo causou citotoxicidade e nem ativagédo
das células. O resultado demonstrou que a suramina inibiu essa atividade de maneira dose-
dependente, reduzindo a atividade da proteina tipo selvagem em 68% com apenas 100 uM de
suramina. Sabendo que, segundo nossos estudos, a atividade de ativacdo de macréfagos RAW
264.7 da hsPLA, gllA tipo selvagem € dependente da catélise, este resultado sugere a
possibilidade de um sitio de ligacdo da suramina na proteina, uma vez que a aquela esta

impedindo a intera¢do do substrato na enzima.
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Sabe-se que, em fluidos inflamatdrios, a hsPLA, gllA é o agente bactericida primario
contra bactérias Gram-positivas e seu efeito pode ser aumentado pela presenca de fatores do
plasma do hospedeiro (como por exemplo, proteinas do complemento). Por outro lado, nas
concentracdes encontradas nos fluidos extracelulares (1 pg/mL), esta enzima sozinha ndo tem
atividade bactericida independente contra bactérias Gram-negativas e ndo degrada os
fosfolipidios da membrana bacteriana. Sua contribuic¢éo na destruicdo destas bactérias depende
inteiramente da acdo de outros fatores antimicrobianos do hospedeiro, como a proteina de
aumento de permeabilidade bactericida (BPI) derivada de neutréfilos e complexos de ataque a
membrana do complemento, que promovem alteracdes subletais do envelope externo destas
bactérias (Elsbach et al., 1994; Levy et al., 1994). Porém, ja esté estabelecido na literatura o
efeito bactericida da hsPLA; gllA contra linhagens Gram-positivas (Beers et al., 2002; Laine
et al., 1999; Weinrauch et al., 1996; Weiss et al., 1994).

O efeito das cargas positivas sobre a atividade bactericida da hsPLA, gllA contra
linhagens Gram-positivas foi investigado através de mutagénese de carga reversa, ou seja,
substituicdo de residuos positivamente carregados por residuos negativos (Beers et al., 2002;
Koduri et al., 2002). O mecanismo bactericida proposto através deste estudo sugere que a
morte bactericida provocada pela hsPLA; gllA é causada pela hidrolise dos fosfolipidios de
membrana, um evento que é possivel apenas depois da penetracdo na parede celular da
bactéria. Uma caracteristica de destaque da enzima humana é o alto valor de ponto isoelétrico
(p!) devido ao excesso de cargas positivas na superficie da proteina. Na analise de BEERS e
colaboradores (2002), foram utilizados mutantes duplos, triplos, quadruplos e quintuplos,
cujos amino&cidos positivos foram substituidos por aminoacidos negativamente carregados. A
reducdo de cargas positivas foi diretamente relacionada a perda da capacidade de matar
bactérias e essa diminuicdo foi atribuida a perda de capacidade de penetracdo na parede

celular e consequentemente diminuicdo da hidrélise dos fosfolipidios de membrana. Em
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adicdo, quando a barreira imposta pela parede celular foi previamente permeabilizada pelo
tratamento com lisozima, as mutantes de carga reversa foram altamente efetivas em hidrolisar
a membrana bacteriana. O modelo proposto por BEERS e colaboradores (2002) envolve
multiplas interacOes eletrostaticas entre a enzima e a parede celular da bactéria que
aumentariam a concentracdo de proteina total na superficie celular e promoveriam a passagem
através de poros aniénicos como resultado da formacdo e quebra continua de pontes de
hidrogénio. Neste modelo proposto para 0 mecanismo bactericida exercido pela hsPLA; gllIA
sugere que a atividade hidrolitica é o fator essencial para o efeito apresentado sobre bactérias.
A proposta do envolvimento da hidrélise na atividade bactericida foi avaliada através de
mutagénese sitio-dirigida na regido do sitio ativo da hsPLA; gllA para eliminar a atividade
hidrolitica (Chioato, 2004). Os resultados demonstraram que as mutages G30S, H48Q e
D49K no sitio ativo da enzima diminuiram o efeito bactericida total em relacdo ao efeito
proporcionado pela enzima tipo selvagem, porém um efeito bactericida significativo ainda é
apresentado por estas mutantes. Estes resultados sugeriram que a hidrolise fosfolipidica ndo é
Unica e exclusivamente o fator essencial para o efeito bactericida apresentado pela hsPLA;
gllA como atualmente proposto.

Para avaliar a funcdo dos residuos positivamente carregados no efeito bactericida
apresentado pela hsPLA, gllA contra a linhagem Gram-positiva, Micrococcus luteus, as
proteinas mutantes foram utilizadas (Chioato, 2004). As mutacGes pontuais da hsPLA, gllA
analisadas neste trabalho, ndo provocaram nenhuma diferenca significativa em relacdo ao
efeito bactericida apresentado pela enzima tipo selvagem. Isto sugere que a retirada de cargas
positivas individuais ndo altera o efeito em relacdo a capacidade de penetrar na parede celular
altamente anibnica de bactérias Gram-positivas. Quando as cargas positivas sdo mantidas
inalteradas, e residuos do sitio ativo sdo modificados, a hsPLA, gllA ainda apresenta efeito

bactericida em baixas concentragdes. Apesar de o efeito bactericida ser reduzido em relacéo
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ao apresentado pela proteina tipo selvagem, os resultados sugerem que a hidrélise dos
fosfolipidios de membrana ndo é o unico fator responsavel pela atividade bactericida causada
por esta proteina.

Diante destes fatos, a linhagem da bactéria Gram-positiva (Micrococcus luteus) foi
utilizada como sistema modelo para avaliar o efeito de suramina na atividade bactericida
apresentada por hsPLA;, gllA. Utilizando a técnica de contagem de unidades formadoras de
colénias (CFU) em placas de Petri, a incubacao de células bacterianas com uma mistura de
hsPLA, gllA tipo selvagem e concentragdes crescentes entre 0,5 e 30 uM de suramina
mostrou auséncia de efeito de reducdo do nimero de CFU para suramina sozinha. A hsPLA;
gllA, na auséncia de suramina, apresentou uma diminuicdo de 85 % do nimero de CFU.
Entretanto, na presencga de concentragcdes crescentes de suramina, a atividade bactericida da
proteina tipo selvagem apresentou 90 % de redugdo do nimero de CFU, demonstrando que a
interacdo de suramina com a proteina tipo selvagem ndo altera, significativamente, sua
atividade bactericida contra M. luteus.

O efeito de suramina na atividade bactericida da hsPLA, gllA também foi avaliado
através da técnica de citometria de fluxo. Para avaliar o efeito da permeabilidade da
membrana citoplasmatica da bactéria, uma sonda de viabilidade celular foi utilizada. Células
em condicBes sadias excluem a sonda e ndo emite fluorescéncia, entretanto células mortas ou
com a membrana citoplasmatica comprometida incorporam o marcador de acidos nucléicos,
aumentando, assim, a fluorescéncia detectdvel no citoplasma. Dentre as sondas mais
utilizadas estdo: “sytox green”, oxonol, rodamina, iodeto de propidio e TO-PRO-1 e a maioria
dos estudos encontrados na literatura, que utilizam tais sondas, investiga a susceptibilidade e
viabilidade bacteriana devido a agdo de agentes antimicrobianos (Gant et al., 1993; Lebaron et

al., 1998; Mortimer et al., 2000; Roth et al., 1997). Com base nesses estudos, a sonda sytox
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green (SG) foi utilizada para investigar o efeito bactericida da hsPLA, gllA a nivel da
integridade da membrana citoplasmatica de Micrococcus luteus.

Utilizando as mesmas condi¢bes experimentais do teste de contagem de CFU em
placas de Petri, a analise por citometria de fluxo foi realizada. Durante a analise experimental,
0 controle positivo mostrou que todas as células bacterianas foram permeabilizadas quando
aquecidas, representando a porcentagem total de permeabilizacdo das células e as células
bacterianas que foram incubadas com suramina revelaram o mesmo perfil do controle
negativo, ou seja, baixa intensidade de fluorescéncia da sonda, evidenciando que suramina
sozinha ndo apresenta efeito bactericida. Além disso, 80% das células que foram tratadas com
hsPLA, gllA foram permeabilizadas. Entretanto, a porcentagem de permeabilizacdo das
células tratadas com uma mistura de suramina e proteina foi idéntica aquela provocada pela
proteina sozinha, mostrando auséncia de efeito de inibicdo da suramina na atividade
bactericida da proteina (ver figura 21). Portanto, as duas técnicas utilizadas mostraram um
resultado inesperado, em que a suramina nao inibiu a atividade bactericida da proteina e nem
a penetracdo desta na membrana plasmatica bacteriana. A ocorréncia desse fenémeno pode
ser sugerido pela dissociacdo do complexo suramina/hsPLA; glIA em algum ponto entre a
associacdo com a membrana externa da M. luteus e a interacdo da enzima com a membrana
interna bacteriana. Sabe-se que a membrana externa bacteriana apresenta natureza anibnica e
isso pode acarretar em uma competicdo entre os componentes anidnicos bacterianos com o0s
residuos catidnicos da proteina envolvidos na ligacdo com a suramina, levando a dissociacdo
do complexo.

Membranas de lipossomos multilamelares compostas de fosfolipidios carregados
negativamente, tais como fosfatidilglicerol (PG), encontrados em membranas bacterianas, séo
mais suscetiveis aos danos causados pela hsPLA; gllA (Snitko et al., 1997). Por outro lado, a

hsPLA; gllA liga-se fracamente a interfaces zwiteridnicas presente em membranas celulares
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de eucariotos (Bayburt et al., 1993). Esta dependéncia de bicamadas carregadas
negativamente sugere o envolvimento de aminoacidos basicos no efeito de danificacdo da
membrana, talvez no passo de ligacdo da proteina com a membrana. Apos a caracterizacao
dos testes de liberagdo com diferentes misturas lipidicas (dados ndo mostrados), a mistura de
DOPC:DOPG foi escolhida, pois esta apresenta uma maior aproximagdo com a composi¢ao
de membranas biologicas e porque tem sido ostensivamente utilizada na literatura para o
entendimento do mecanismo de acdo da proteina (Baker et al., 1998; Beers et al., 2003).
Dessa maneira, o efeito de suramina na atividade de danificacdo de membranas independente
de Ca®* da hsPLA; glIA, ou seja, independente de hidrélise, contra lipossomos compostos de
fosfolipidios de 50% de DOPC e 50% de DOPG foi avaliado no presente trabalho.
Concentracfes crescentes de suramina entre 0,25 e 12 uM foram adicionadas a proteina, na
concentracdo fixa 4 pug/mL e o resultado revelou que a suramina reduziu a atividade de
danificacdo de membrana da proteina gradativamente. Esse efeito de inibicao refletiu um
comportamento com dois patamares sugerindo a existéncia de multiplos sitios de ligagcdo da
suramina na proteina.

Com o intuito de mapear o sitio de ligacdo da suramina responsavel pela inibicdo da
atividade de danificacdo da hsPLA; gllA, o efeito da suramina na atividade de liberacdo de
calceina das proteinas mutantes também foi avaliado. O resultado mostrou que a suramina
inibiu com maior intensidade a atividade de liberagcdo das mutantes H48Q, D49K e K116A
em relacdo a proteina tipo selvagem. Ja para as proteinas mutantes R7A, K15A, R54A, R58A
e K123A, a suramina inibiu de maneira reduzida a atividade de liberacdo em relacéo a tipo
selvagem, sugerindo que estes residuos sdo os responsaveis pelos dois sitios de ligagdo com a
suramina.

Em seguida, o efeito de suramina na atividade hidrolitica da hsPLA, gllA foi

investigado, utilizando as proteinas mutantes da regido do sitio ativo. Concentragdes
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crescentes de suramina foram adicionadas a proteina e o resultado mostrou que a suramina
impede a interacdo do substrato com o sitio ativo da enzima, uma vez que inibiu sua atividade
hidrolitica gradativamente, chegando a uma reducéo de 87% da atividade da proteina com 100
nM de suramina. Esse dado evidencia a existéncia de mais um sitio de ligacdo da suramina na
proteina, aléem dos dois sugeridos anteriormente.

A partir desses resultados, uma caracterizacdo estrutural foi feita para investigar
parametros termodinamicos e de energia potencial da interacio do complexo
suramina/hsPLA, gllA, através da utilizacdo da técnica de dindmica molecular (DM). Os
resultados de simulacdo molecular mostraram que existem duas configuracdes alternativas
para a interacdo do complexo. Em ambas as configuracdes a regido SUR-1 da suramina
encontra-se localizada na superficie que forma a regido do sitio ativo/ligacdo do substrato. Em
CONF-1, a regido SUR-2 da suramina estd em contato com o residuo K15 da regido N-
terminal da proteina, e em CONF-2, a regido SUR-2 da suramina esta orientada para o residuo
K116 localizado na regido C-terminal (ver figuras 27 B e 27 C). As regides em torno dos
residuos K15 e K116 séo ricas em residuos carregados positivamente e, portanto, satisfazem o
critério chave para os potenciais sitios de ligacdo da suramina polianiénica.

Todas as PLA,s apresentam uma superficie altamente conservada, chamada de sitio de
reconhecimento interfacial (SRI), que define a superficie que faz contato com a membrana
fosfolipidica (Pieterson et al., 1974). Esta superficie inclui o sitio ativo (Ramirez e Jain, 1991;
Scott e Sigler, 1994) e nos grupos I/l é definida por uma fenda na superficie hidrofébica
altamente conservada que liga a cadeia de acido graxo do substrato fosfolipidico, juntamente
com um anel de residuos carregados e polares ao redor desses residuos hidrofobicos. Na
hsPLA; gllA, os residuos localizados no loop da regido C-terminal contribuem para a SRI, e a
mutagénese de carga-reversa de residuos cationicos nesta regido reduzem a atividade

catalitica, sugerindo que interacGes eletrostaticas com membranas fosfolipidicas carregadas
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negativamente medeiam o contato deste loop com a membrana (Beers et al., 2002; Koduri et
al., 2002). Além disso, residuos da regido N-terminal da hsPLA, gllA também contribuem
para a SRI da proteina (Beers et al., 2002; Koduri et al., 2002), portanto todas as regides
identificadas como sitios de ligacdo da suramina nos estudos de DM fazem parte da superficie
de interacdo da proteina com a membrana fosfolipidica. A interacdo da suramina com a
hsPLA; gllA pode, portanto, interferir ndo apenas na interacdo da proteina com a membrana,
mas também poderia competir diretamente com o acesso do substrato pelo sitio ativo.

A energia potencial intermolecular (PE), avaliada pela técnica de simulacdo molecular,
foi utilizada também para caracterizar em mais detalhes as regides da proteina que podem
estar envolvidas na formacdo do complexo suramina/hsPLA; gllA. Os resultados sugerem
que a simulacdo inteira da CONF-2 é favorecida por uma diferenca da energia potencial de -
15.0 kJ.mol™ (ver figura 28). Além disso, os desvios padrdes das energias potenciais s&o
reduzidos na simulacdo CONF-2 em comparacdao com a CONF-1, a qual é caracteristica de
uma conformacdo mais estavel. As diferencas observadas na energia potencial total (PEs)
durante a simulacdo (figura 28, painel inferior) refletem as diferentes interacdes da regido
SUR-2 da suramina com a proteina nas conformacdes CONF-1 e CONF-2.

Portanto, a predicdo dos estudos de DM identificou 3 regides que podem estar
envolvidas na interagdo do complexo suramina/hsPLA; gllA. Esses dados corroboram com os
resultados obtidos, ja relatados anteriormente, tanto pelo efeito de inibicdo da suramina na
hidrélise da hsPLA; gllA, que sugere o impedimento da ligacdo do substrato no sitio ativo,
quanto pelos dados obtidos da atividade de liberacdo de calceina em lipossomos, que também
identificaram dois sitios de ligacdo com residuos das regides N- e C-terminal. Esta predicéo
foi verificada usando a técnica de calorimetria de titulacdo isotérmica (CTI), cujo resultado
identificou uma interacdo de modelo independente com 2.7 sitios de liga¢do da suramina por

molécula de proteina.
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Dessa forma, os resultados experimentais de CTI sugerem que a hsPLA; gllA
apresenta trés sitios de ligacdo da suramina e pela analise de caracteristicas eletrostaticas das
duas moléculas envolvidas na formacao do complexo foi possivel predizer duas configuracdes
de ligacdo da suramina baseada nas interagdes de grupos carregados através da técnica de
DM.

A partir desses dados, a estrutura secundaria da proteina, quando a mesma interage
com a suramina, foi avaliada através de dicroismo circular (CD) e o resultado mostrou que a
suramina promoveu alteracdes na estrutura secundaria da proteina. Este efeito no espectro de
CD pode ser devido a duas contribuicdes: a absorcdo circular diferencial e o espalhamento
circular diferencial (Tinoco et al., 1987). Um teste simples para verificar contribuicdes de
espalhamento diferencial € mover a amostra em relacdo ao detector. Isso acontece porque a
influéncia do espalhamento é dependente da deteccdo de fotons em todos os angulos e
movendo-se a amostra, muda-se a fracdo de luz diferencialmente espalhada capturada pelo
detector. Medidas de CD foram feitas, colocando a amostra em duas posicdes diferentes em
relacdo ao detector, uma na posi¢cdo normal (distante do detector) e a outra proxima ao
detector. O resultado para ambas as posi¢cdes mostrou que o espectro de CD da proteina tipo
selvagem, na auséncia de suramina, apresentou dois minimos em 208 e 222 nm, caracteristico
de proteinas ricas em o-hélice. Entretanto, a adicdo de apenas 5 uM de suramina alterou
significativamente a estrutura secundaria da proteina, sugerindo que a interacdo da suramina
na proteina promove uma distor¢ao nas a-hélices.

Para dar continuidade aos estudos de caracterizagcdo estrutural da interagdo do
complexo suramina/hsPLA;, gllA, a técnica de fluorescéncia foi utilizada para mapear o0s
sitios de ligacdo da suramina, através do uso de mutantes sitios-dirigidos da hsPLA; gllA. Os
testes de afinidade da suramina com a hsPLA; gllA tipo selvagem mostraram que ha

dependéncia entre 0 aumento da intensidade de fluorescéncia da suramina, quando 0 mesmo




DISCUSSAO 83

interage com a proteina, e a concentracdo de suramina. Além disso, essa interacdo ocorre na
faixa de concentragdo em micromolar e apresenta um perfil com comportamento sigmoidal.
As proteinas mutantes foram avaliadas da mesma maneira e mantiveram o perfil de
comportamento sigmoidal observado para a proteina tipo selvagem. A presenca das mutacdes
pontuais em hsPLA; gllA, que diminuiram a afinidade pela suramina em relacdo a proteina
tipo selvagem, foram apenas nos residuos K38, K123, K54 e 0 K15. Esse resultado sugere que
estas posi¢des, as quais ndo fazem parte do sitio ativo da proteina, correspondem aos sitios de
ligacdo da suramina. Por outro lado, as mutantes K57A, K116A, AK57/R58A juntamente com
as mutantes da regido do sitio ativo H48Q e D49K apresentaram uma maior afinidade pela
suramina em relacdo a tipo selvagem. Este resultado revela que a maior interacdo da suramina
com o sitio ativo, se deve, porque as duas substitui¢cbes introduzem grupos —NH,, 0 que pode
aumentar assim sua interacdo com grupos —SO,4 da suramina.

Ao comparar esse resultado com os dados de atividade de liberagdo de calceina em
lipossomo, apresentados anteriormente, foi observado que as mutantes H48Q e DA49K,
localizadas no sitio ativo da proteina, que apresentaram uma maior afinidade pela suramina,
tiveram sua atividade de liberacdo inibida em mais de 50%. Por outro lado, as mutantes K15A,
R54A e K123A, que tiveram menor afinidade pela suramina, revelaram uma menor inibicdo de
suas atividades em relacdo a proteina tipo selvagem. Este resultado reforca a sugestdo de que
estas posicdes correspondem aos dois sitios de ligacdo da suramina, assim como 0s sitios

preditos na simulacéo.
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6.CONCLUSOES

1. Foi demonstrado que a suramina apresenta uma afinidade pela proteina tipo selvagem
em escala micromolar.

2. A suramina ndo alterou a atividade bactericida da enzima, mas inibiu a atividade de
danificagdo de membranas independente de Ca®* e de ativagdo de macréfagos de
linhagem RAW 264.7, evidenciando que as regides da proteina responsaveis por estas
atividades s&o diferentes.

3. A ativacdo de macrdfagos de linhagem RAW 264.7 da hsPLA;, gllA mostrou-se
dependente de hidrolise.

4. Os resultados experimentais do efeito da suramina na atividade de liberacdo de
calceina e na atividade de hidrélise da proteina corroboraram com os dados
experimentais da CTI juntamente com os resultados avaliados pela técnica de
dindmica molecular, indicando a existéncia de 3 sitios de ligacdo da suramina na
hsPLA, gllA, sendo assim localizados em: 1) regido do sitio ativo/ligacdo do
substrato; 2) na regido ao redor do residuo K15 da regido N-terminal e 3) na regido ao
redor do residuo K116 da regido C-terminal da proteina.

5. Os resultados deste trabalho permitem concluir que a suramina pode ser considerada

um novo tipo de inibidor de PLAs.
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