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ABREVIACOES

ADP ADENOSINA 5’- DIFOSFATO

ATP ADENOSINA 5’- TRIFOSFATO

BSA SOROALBUMINA BOVINA

CAT CARBOXIATRACTILATO

CAPS 3-CICLOHEXILAMINO-1-ACIDO PROPANOSULFONICO

CSA CICLOSPORINA A

DTT DITIOTREITOL

EGTA ACIDO ETILENO GLICOL TETRACETICO

FCCP CARBONILCIANETO-P-TRIFLUOROMETOXIFENIL
HIDRAXONA

HEPES ACIDO 2-[4-(2-HIDROXIETIL)-PIPERAZINIL~(1)]
ETANOSSULFONICO

HPLC CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

MFR MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO

NADH NICOTINAMIDA ADENINO NUCLEOTIDEO - FORMA
REDUZIDA

PAGE ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

PFK FOSFOFRUTOQUINASE

PLA, FOSFOLIPASE A,

PLA; FOSFOLIPASE A,

PLC FOSFOLIPASE C

PLD FOSFOLIPASE D

RNA ACIDO RIBONUCLEICO

SDS DODECIL SULFATO DE SODIO

SUC SUCCINATO

TEMED  N-N-N-N-TETRAMETILENODIAMINA

TFA ACIDO TRIFLUOROACETICO _

TRIS TRIS HIDROXIMETILAMINOMETANO

TWEEN 20 POLIOXIETILENO SORBITANO MONOLAURATO



ABREVIACOES PARA AMINOACIDOS

AMINOACIDOS ABREVIACAQ* siMBOLO

(3 LETRAS) (1 LETRA)
ALANINA Ala A
ARGININA Arg R
ASPARAGINA Asn N
ACIDO ASPARTICO Asp D
CISTEINA Cys C
GLUTAMINA Gln Q
ACIDO GLUTAMICO Giu E
GLICINA Gly G
HISTIDINA His H
ISOLEUCINA Ile I
LEUCINA Leu L
LISINA Lys K
METIONINA Met M
FENILALANINA Phe F
PROLINA Pro P
SERINA Ser S
TREONINA Thr T
TRIPTOFANO Trp W
TIROSINA Tyr Y
VALINA Val \'
NAO IDENTIFICADO - X

* Segundo nomenclatura I[UPAC.



RESUMO

A crotoxina, isolada e cristalizada em 1938 por Slotta e Fraenkel-Conrat a partir
do veneno total de Crotalus durissus terrificus mostrou ser um complexo resuitante da
interagdo quaternaria de duas sub-unidades representadas por uma proteina acida com
massa molecular de 9 kDa denominada crotapotina ¢ um componente basico, com massa
molecular de 14,5 kDa que foi identificado como sendo uma fosfolipase A; (PLA; ).
Esta ultima é considerada o principal componente responsavel pelo desencadeamento

dos efeitos farmacolégicos induzidos pelo complexo crotoxina. Estudos mais recentes

demonstraram a ocorréncia de varias isoformas de PLA;, presentes em diferentes lotes
de veneno coletados de varias serpentes, sendo tais isoformas decorrentes da expressdo
de diferentes RNAs mensageiros.

As PLA; (EC 3.1.1.4.) sfo enzimas que catalisam especificamente a reagio de
hidrolise da ligagdo acil-ester na posigio sn-2 de fosfoglicerideos numa reagio
dependente de calcio, liberando quantidades equimolares de acidos graxos livres e
lisofosfolipideos.
marcantes sobre varias fungles mitocondriais, reduzindo as atividades da NADH-
oxidase, das succinato e NADH-desidrogenase e da capacidade de fosforilagio. Além
disso, as PLA; podem modificar a microviscosidade da fase lipidica da bicamada
hidrofébica de membranas, afetando a atividade funcional de enzimas ligadas a
membrana, e, através desse mecanismo, regular varios processos metabolicos.

No presente trabalho purificamos e caracterizamos, a partir da crotoxina, trés

isoformas de PLA; (F1, F2 e F3) com elevado grau de pureza. As isoformas

apresentaram massa molecular aparente com valor igual a 15 kDa e alta homologia



sequencial dos 20 residuos N-terminais em comparagio a isoformas ja descritas na
literatura.

O efeito de cada isoforma de PLA, purificada sobre mitocondrias isoladas de
figado de rato foi determinado através de consumo de oxigénio durante o estado
respiratorio 4 e de inchamento mitocondrial. F1 apresentou um estimulo dose-
dependente do consumo de oxigénio enquanto F2 e F3 causaram estimulo apenas em
baixas concentragbes e inibigdo em quantidades maiores. Esses efeitos foram

completamente abolidos quando soro albumina bovina a 0,1% ou EGTA a 0,5mM

estavam presentes no meio de incubagdo. Usando-se o inchamento mitocondrial como

um parimetro comparativo, todas as isoformas apresentaram o mesmo comportamento
com intensidades diferentes, levando a permeabilizagdo da membrana mitocondrial.
Neste caso, a adi¢gio de EGTA preveniu o inchamento enquanto a soro albumina bovina
foi ineficiente, indicando que o microambiente lipidico foi realmente afetado. Esses
resultados‘ sugerem que 4cidos graxos livres liberados pela agio das isoformas sdo
diretamente responsaveis pelos efeitos observados nos experimentos de consumo de
oxigénio. A prote¢o oferecida pela CSA contra o inchamento causado pelas isoformas,
principalmente quando estas estavam presentes em baixas concentragles, sugere que a
ligagdo da CSA a um sitio da membrana mitocondrial protege esta ultima contra o
ataque das PLA,. Ja a pequena protegio oferecida pelo CAT, bem como o
prevalecimento do pequeno efeito protetor do CAT quando utilizamos simultaneamente
CSA e CAT, sugerem que a ligagdo do CAT ao seu sitio no carreador ADP/ATP

impede a protecdo conferida pela CSA.



SUMMARY

Crotoxin, isolated and cristalized in 1938 by Slotta and Fraenkel-Conrat from
Crotalus durissus terrificus venom showed to be a complex resultant from the
quaternary association between two sub-units: an acidic protein with a molecular mass
of 9 kDa named crotapotin and a basic component, with a molecular mass of 14.5 kDa
which was identified as a phospholipase Az (PLA; ). This last one is considered to be

the main component responsible for the pharmacological effects induced by the crotoxin

complex. Recent studies have demonstrated the existence of several PLA; isoforms
which were present in different venom batches collected from several snakes. These
isoforms result from the expression of different menssager RNAs.

The PLA; (EC 3.1.1.4) are enzimes that specifically catalyse the hydrolysis of
the acyl-ester bond at the sm-2 position of phosphoglycerides in a calcium dependent
reaction, producing equimolar amounts of free fatty acids and lysophospholipids.

It has already been demonstrated that purified PLA, fractions show marked
inhibitory effects on several mitochondrial features, decreasing NADH-oxidase,
succinate and NADH-dehydrogenase activities and phosphorylation capacity. It is also
known that PLA; can modify the microviscosity of the lipid phase of the hydrophobic
membrane bilayer, affecting the functional activity of membrane-bound enzymes, and
through this mechanism regulate various metabolic processes.

In the present work, we have purified and characterized, from crotoxin, three

PLA; isoforms (F1, F2 and F3) with high degree of purity. The isoforms presented an

apparent molecular mass of 15 kDa and a high degree of homology regarding the 20 N-



terminal aminoacid residues when compared to other isoforms already described in the
literature.

The effect of each purified phospholipase A; isoform on isolated rat liver
mitochondria was determined through mitochondrial swelling and O, consumption
during respiratory state 4. F1 showed a dose-dependent stimulation of O, consumption
while F2 and F3 caused stimulation only at low doses and inhibition at higher amounts.
These effects were completely suppressed by the presence of 0.1% bovine serum
albumin or 0.5mM EGTA in the incubation medium. Taking the mitochondrial swelling

as a comparative parameter, all of them presented the same behaviour at different

intensities, leading to permeabilization of the mitochondrial membrane. In this case,
addition of EGTA prevented it whereas bovine serum albumin was ineffective, indicating
that the lipid microenvironment was actually affected. These results suggest that free
fatty acids must be directly responsible for the observed effects induced by
phospholipase A; isoforms on oxygen consumption experiments. The protection
confered by cyclosporin-A on swelling induced by the isoforms, mainly when they were
present in low concentrations, suggests that cyclosporin-A binding to a mitochondrial
membrane site protects the membrane against the phospholipase A; attack. On the other
hand, the small protection confered by CAT, as well as the prevailment of the small
protective CAT effect when we used both CSA and CAT, suggest that the CAT binding

to the ADP/ATP carrier inhibits the protection confered by CSA.



INTRODUCAOQ

A serpente Crotalus durissus terrificus

A familia das CROTALIDAE compreende os géneros. Crofalus, Agkistrodon,

Bothrops, Lachesis, Sistrurus e Trimeresurus. O género Crotalus inclui 27 espécies
norte e ceniro-americanas ¢ apenas duas sul-americanas e designa serpentes que
apresentam no fim de sua cauda estrutura composta de varios anéis corneos, formados
cada qual ao final de uma ecdise, engastados entre si e que ao ser agitada emite o som
de um "ghocalho". A provavel fungdo biologica do “"chocalho" seria a de alertar,
amedrontar (ou ambos) possiveis inimigos naturais. A espécie Crotalus durissus
(LINNAEUS), 1758 apresenta além do "chocalho" escamas do corpo endurecidas e
rigidas. Por fim a sub-espécie Crofalus durissus terrificus (LAURENTI), 1768,
também conhecida como cascavél Sul Americana, recebeu tal classificagio em latim pois
Laurenti ao observa-la chamou-a de "a terrificante tocadora de cauda" (Biicherl, 1980).

Esta serpente apresenta ampla distribuigdo geografica pela América do Sul: Brasil,

Venezuela, Argentina, Paraguai e Bolivia (Glenn and Straight, 1982)



Veneno de C.d terrificus

Os venenos das serpentes da familia CROTALIDAE apresentam um grande
nimero de proteinas farmacologica e bioquimicamente ativas (Tu, 1977a). O veneno de
C.d.terrificus esta entre os mais toxicos do género Crotalus, apresentando valor médio
de 50% da dose letal (DL,, em mg/kg), através de injegdo intra-peritoneal, igual a 0,22
(Glenn and Straight, 1982).

Os sinais e sintomas classicos do envenenamento por C.d. ferrificus sdo
decorrentes dos efeitos neurotdxico, sistémico miotoxico e em menor intensidade de

coagulagio semelhante & causada por trombina, sendo que o veneno ndo apresenta
atividade proteolitica local (Cupo et al, 1990). No entanto, a principal ¢ mais séria
complicagio decorrente do envenenamento crotalico parece ser a insuficiéncia renal
aguda com necrose tubular (Santos dos et al., 1993 ; Amaral et al.,, 1986).

Virios componentes do veneno ji foram purificados e dentre eles podemos citar
os seguintes: a) crotoxina, principal fragio do veneno, a qual € um agente bloqueador da
jungdo neuromuscular levando 4 uma sindrome neurotéxica que consiste basicamente de
uma paralisia flicida; b) crotamina, contida apenas no veneno de C.d ferrificus var.
crotaminicus, um polipeptideo basico indutor de contragdo que ocasiona uma rigidez
muscular duradoura precedendo a paralisia flicida mediada pela crotoxina, c)
convulxina, fragio proteica que quando injetada em camundongos leva a convulsdes
seguidas de morte e d) giroxina, um componente proteico toxico ndo-letal que age

sobre o sistema nervoso central, levando & sindrome de uma les3o labirintica (Seki et al.,

1980).



Crotoxina

A crotoxina é uma neurotoxina que exerce sua a¢do patofisiologica através do
bloqueio da transmissio neuromuscular (Brazil, 1966), sendo seus efeitos primariamente
em nivel pré-sindptico, causando uma modificagdo trifisica da liberagio de
neurotransmissor dos terminais nervosos. Primeiramente ocorre uma depressio na
liberagdio do transmissor neuromuscular seguida de uma facilitagdo significante da

transmissdo neuromuscular culminando em um bloqueio final da transmissdo (Chang and
Lee, 1977 ; Chang and Su, 1982). Além dos efeitos pré-sinapticos, a crotoxina também

atua de maneira pos-sindptica bloqueando a resposta & acetilcolina através de uma
estabilizagdo do receptor de acetilcolina em um estado conformacional inativo (Bon et
al, 1979).

A crotoxina também possui propriedades hemolitica (Rosenfeld, 1971) bem
como miotdxica quando injetada intra-muscularmente (Gopalakrishnakone et al., 1984).

A crotoxina, cristalizada e isolada em 1938 por Slotta e Fraenkel-Conrat
(Hendon and Fraenkel-Conrat, 1971) a partir do veneno total de C.d. terrificus mostrou
ser um complexo resultante da interagdo quaternaria de duas sub-unidades representadas
por uma proteina acida com massa molecular de 9 kDa denominada crotapotina ¢ um
componente bésico, com massa molecular de 14,5 kDa que foi identificado como sendo
uma PLA, (Breithaupt et al.,, 1974). Esta Gltima, é considerada o principal componente
responsavel pelo desencadeamento dos efeitos farmacolégicos induzidos pelo complexo

crotoxina (Hendon and Fraenkel-Conrat, 1971).

Estudos mais recentes, mostraram que a crotoxina ¢, na realidade, uma mistura

de variantes crotoxinicas (Faure and Bon, 1987) derivadas da combinacgdo de diferentes



isoformas de suas duas sub-unidades (Faure et al, 1994). Varias isoformas de
crotapotina ¢ de PLA, , presentes em diferentes lotes de veneno coletados de varias
serpentes, ja foram purificadas e algumas sequem“:iadas (Aird et al, 1985 ;
Aird et al,, 1986 ; Faure and Bon, 1988 ; Aird et al, 1990 ; Faure et al,, 1991). A
multiplicidade e a diversidade das isoformas de crotoxina parecem ser fruto de: a)
modificagdes pos-traducionais que ocorrem sobre uma Unica forma precursora
(homoéloga a PLA, do grupo I - Tabela I) levando a formagiio das isoformas de
crotapotina (Bouchier et al,, 1991 ; Faure et al,, 1991) e b) expressdo de diferentes

RNAs mensageiros (isolados a partir de apenas um espécimen) levando a formagéo das

isoformas de PLA, (Faure et al., 1994).

Existem atualmente dois modelos para explicar a interagio da crotoxina com
membranas pré-sindpticas: o modelo da dissociagdo e o do complexo ternario transiente.
No primeiro modelo, quando a crotoxina se aproxima do seu receptor na membrana
celular, a crotapotina se dissocia da PLA, e esta ultima se liga entdo ao receptor. No
segundo modelo, a crotoxina primeiramente se liga ao seu receptor de membrana e so
entio ocorre a dissociagdo de seus componentes com liberagio da crotapotina, enquanto
a PLA, permanece ligada ao receptor (Delot and Bon, 1993).

Embora a crotapotina seja considerada farmacologicamente inativa quando
isolada do complexo, ela facilita a atividade da PLA, ao interagir com sitios
inespecificos para PLA, presentes nas membranas biolégicas, propiciando desta forma, a
interagdo da PLA, com os sitios especificos envolvidos nas suas atividades fisioldgicas

bem como farmacologicas (Bon et al., 1979). Tais sitios especificos (ou moléculas-

alvo), proteicos ou glicoproteicos, estariam localizados na superficie (membrana

plasméatica) das células-alvo (Kini and Evans, 1989), sendo que a PLA, ndo seria



internalizada na célula para produzir seus efeitos toxicos (Simpson et al., 1993). Trés
polipeptideos presentes preferencialmente em membranas neuronais ja foram
:dentificados como subunidades de molécula(s)-alvo para crotoxina (Tzeng et al., 1995).

Estudos mais recentes demonstraram que a crotapotina, quando aplicada in vivo
(através de injegdo sub-plantar, intraperitonial ou por via oral) apresenta atividade anti-
inflamatoria. Tal atividade niio é devida a liberagdio de corticosterdides endégenos ou &
inibigdo da atividade de ciclo-oxigenases. Provavelmente, a crotapotina interage com

PLA, extracelulares geradas durante o processo inflamatério levando & uma redugio da

atividade hidrolitica destas ltimas (Landucci et al., 1995).



Tabela I - Propricdades dos diferentes grupos de PLA; (Dennis, 1994).

Grupo
Caracleristicas

/a/m v 98
Localizaglio secretada citossolica citossélica
Massa molecular ~14 kDa ~85kDa ~40 kDa
Amino4cidos ~125 ~750
Cisteinas 10-14 9
Pontes Dissulfeto 5-7 0
Sensibilidade ao DTT + - -
Preferéncia por dcido araquid6nico - + +
Requerimento de Ca™ ~mM ~uM® nenhum
Papel do Ca™* catélise associagdo de nenhum

membrana

Proteina regulatéria - - PFK taivez
Cofatores regulatérios - - ATP
Fosforilagio regulatdria “ + -
Atividade de liso-PLA, . Alta +
Atividade de PLA, - + .
Atividade de transacilase - + -
Hidrolase de acil-CoA graxo - - +

* Dados obtidos para PLA, miocrdica canina. ® Qutros metais ¢ sais podem, in vifro, substituir o
chlcio.

{-) ausente (+) presente
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Estrutura e funcio de fosfolipase A,

As PLA, sdo enzimas amplamente espalhadas na natureza, podendo ser
encontradas em bactérias, plantas, tecidos de mamiferos (pulmio, figado, bago,
coragdo), eritrocitos, plaquetas e leucdcitos polimorfonucleares (Van den Bosch, 1980).
No entanto, as mais conhecidas e amplamente estudadas s3o aquelas encontradas nos
tecidos pancreaticos de mamiferos e nos venenos de répteis e insetos

(Verheij et al., 1981). Estas enzimas pertencem a uma mesma classe, divididaem4 a 5

grupos (Tabela I), mas diferem com relagdo & funglo, localizagho, regulagdo,
mecanismo, sequéncia de aminodcidos, estrutura e papel dos ions divalentes
(Dennis, 1994). Essas enzimas apresentam alta taxa de pontes dissulfeto ¢ sdo
extremamente estiveis ao tratamento com calor e icidos, apresentando homologia
sequencial entre si, especialmente nas regiSes do sitio ativo que liga calcio
(Chang et al., 1987).

As PLA, (EC 3.1.1.4)) catalisam especificamente a reagdo de hidrélise da
ligagio acil-ester na posigio sn-2 de fosfoglicerideos (Figura 1) numa reagio
dependente de calcio, liberando quantidades equimolares de acidos graxos livres e
lisofosfolipideos (Mukherjee et al, 1994). As PLA, tém papel fundamental no
metabolismo de lipideos e estio intimamente relacionadas com a liberagio de acido
araquiddnico, que é um precursor de lipideos bioativos tais como prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos, sendo que ha evidéncias de que estas enzimas poderiam
também atuar em respostas imunolégicas, inflamagdo, proliferagio celular,
vasoconstrigio e broncoconstrigio (Waite, 1987 ; Chang et al., 1987 ; Bomalaski and

Clark, 1993 ; Mukherjee et al., 1994 ; Hanada et al., 1995).

11
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Figura 1 - Local de hidrélise de diferentes fosfolipases em um fosfolipideo (Waite,
1987).

A unidade catalitica das PLA, ¢ constituida pelos residuos de aminoacido His-48
(posigéio 48 da cadeia polipeptidica), Asp-99 e uma molécula de dgua (Figura 2). No
mecanismo de catalise proposto, o préton na posi¢éo 3 do anel imidazdlico da His-48
estd envolvido em uma forte interagiio com o grupo carboxilato do Asp-99, impedindo
que ocorra rotagio do anel imidazélico, deixando o nitrogénio da posigiio 1 deste anel
(que esta envolvido na catalise) em posigdo espacial apropriada. Uma molécula de dgua
promove entdo o ataque nucleofilico ao carbono do grupo éster do substrato, e nesse
momento o anel imidazdlico da His-48 recebe um préton da molécula de agua,

facilitando a reagio. Subsequentemente & hidrolise da ligagdo acil-ester na posigio sn-

2 do fosfoglicerideo (substrato), este préton é doado pelo anel imidazolico para o
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oxigénio que forma entdio o grupo alcool do lisofosfolipideo a ser liberado (Verheij et
al., 1980).

O sitio para a ligagio de célcio, metal importante para a catalise, apresenta o
cation ligado pelos oxigénios do grupo carbonil dos residuos Tyr-28, Gly-30, Gly-32 e
pelos oxigénios da cadeia lateral do residuo  Asp-49. No mecanismo da catdlise, o
calcio tem dupla fungdo: fixar o fosfato e estabilizar a carga negativa do oxigénio do

grupo carbonil da ligago éster da posigdo sn-2 do substrato(Yang, 1994).

His-48
Asp-99 / : | Gly-30
COO- --- HN

H H .
\ / R //
9) 2
A/

C b
% N ”
H\\ /0 L'O ,ICa -00C
0 C O Asp-49
| 4\ |
R,— C —0 —CH, CH,— O—P—0 —X
H
O

Figura 2 - Representaciio esquemitica do mecanismo catalitico proposto para as
PLA, (Verheij et al, 1980). * = ligacdo hidrolisada por acio da PLA;.
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No entanto, os efeitos farmacologicos observados em decorréncia da agdo de
PLA, nio sdo necessariamente causados apenas pela quebra de fosfolipideos de
membranas biologicas. As PLA, parecem apresentar, além do sitio catalitico
caracteristico, sitio(s) farmacoldgico(s) distinto(s) do catalitico (Yang, 1994). Existe
um modelo para explicar os efeitos farmacologicos das PLA, que distingue nesta enzima
os sitios catalitico e farmacolégico. O sitio farmacologico da enzima teria alta ou baixa
afinidade por determinado sitio-alvo presente na membrana celular. A presenca do sitio-
alvo distinguiria uma célula-alvo de uma célula-ndo alvo. Isso determinaria se a ligagdo

da enzima & célula seria especifica (presenga do sitio-alvo, alta especificidade) ou ndo-

especifica (auséncia do sitio-alvo, baixa especificidade, ocorre apenas quando ha
excesso de enzima). Em seguida ocorreria a agdo promovida pelo sitio catalitico
{quebra de fosfolipideos) e, quando necessario, do(s) sitio(s) farmacologico(s) levando

aos efeitos farmacolégicos (Kini and Evans, 1989).

Atividades de venenos e PLA, sobre func¢des mitocondriais

Ha muito ja foi demonstrado que os venenos de serpentes inibem a atividade de
um determinado nimero de desidrogenases ¢ oxidases. A succinato-citocromo c-
redutase e a citocromo c-oxidase de coragdo de rato foram inibidas pelo veneno de Naja
ngja atra (Huang, 1954 ; Lin and Chang, 1957), que também causou inibi¢gio na
NADH-citocromo c¢-redutase de musculo peitoral de pombo e de rim de coelho
(Lee, 1954).

Muitos estudos sobre o efeito da PLAy na morfologia mitocondrial e nos

sistemas de transporte de elétrons foram feitos com o veneno total de diversas espécies
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de serpentes. Os investigadores que assim o fizeram, atribuiram os efeitos obtidos por
esses venenos 2 aclo direta de um componente com atividade fosfolipasica. Entretanto,
os resultados obtidos nio foram suficientes para comprovar a veracidade dessa
afirmagdo, ja que as fragSes purificadas a partir do veneno total, dentre elas a PLAg ,
ndo foram testadas (Tu, 1977b).

Em 1954 foram obtidas micrografias eletrdnicas que sugeriam que mudangas
morfolégicas nas mitocondrias eram causadas pela crotoxina, a principal fragio do
veneno total de C. d. terrificus (Nygaard et al., 1954). Outros pesquisadores também
chegaram & mesma conclusdo como resultado decorrente do estudo das mudangas na
absorbancia de suspensdes mitocondriais medida a 520nm, indicativas de inchamento
mitocondrial ou por cromatografia de camada delgada do sobrenadante resultante da
centrifugagdo de mitocdndrias tratadas com o veneno (Condrea et al., 1965).

Em 1970, com o isolamento de uma PLA» do veneno de Agkistrodon piscivorus
(Augustyn and Elliott, 1970) foi finalmente demonstrado, através de medidas do
consumo de oxigénio, que uma PLA, alterava a respiragio mitocondrial e a fosforilagdo
oxidativa de maneira idéntica & que fazia o veneno total, sendo este efeito dose-
dependente. Em baixas concentragles, aumentava a velocidade da respiragéo
mitocondrial; em altas concentragBes causava inibigdo severa no transporte de elétrons
e, em concentragdes intermediarias, e na presenga de ADP, também induzia uma
inibi¢Ao da respiragdo (Augustyn et al., 1970).

MitocOndrias, isoladas de tecido cerebral, incubadas com [-bungarotoxina
(neurotoxina purificada do veneno de Bungarus multicinctus que apresenta atividade
fosfolipasica) ou com PLA; isolada do veneno de Vipera russeli exibiram

desacoplamento da fosforilagio oxidativa, sendo que quando o meio de reagdo
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apresentava BSA, um quelante de 4cidos graxos (Bjorntorp et al.,, 1964), ocorria uma
protegdo contra esse efeito desacoplador, sugerindo que os acidos graxos liberados pelo
efeito dessas toxinas é que promoveriam o desacoplamento (Howard, 1975).

Outros autores (Nicholls et al., 1985) demonstraram que a f3-bungarotoxina bem
como uma PLA7 isolada do veneno de abelha, agindo em membranas plasmaticas de
sinaptossomos intactos, liberavam acidos graxos que por sua vez difundiam-se para o
citossol e interagiam com a membrana interna mitocondrial levando a um efeito

desacoplador.

A PLA purificada a partir do veneno de Naja naja oxiana causou
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa bem como inibigdo da cadeia do transporte de
elétrons (com exce¢do do Complexo I ) em mitocOndrias isoladas de figado de rato.
Neste caso, os autores sugeriram que o ataque da PLAy sobre fosfolipideos de
membrana proximos a diferentes fragmentos (proteinas ou parte delas) da cadeia
respiratoria levaria aos efeitos inibitérios sobre esta altima (Khole and Khole, 1985).

Em esquilos da espécie Citellus undulatus (animais que hibernam) observou-se
que quando em hibernag#o, estes animais apresentavam taxa de respiragdo mitocondrial
bem menor do que quando em atividade. Constatou-se também que a atividade da
PLA» enddgena das mitocondrias hepéticas era bem menor nos animais hibernantes do
que nos animais em atividade, e que a adigdo de ions CaZ™¥ eliminava a inibigio da
respiragio completamente. Além disso, a adigio de BSA previnia a ativagio da
respiragio provocada por Ca2¥ sugerindo que os responsveis pela estimulagdo da
respiragio mitocondrial eram os 4cidos graxos liberados em decorréncia da agdo
enzimatica da PLA; enddgena sobre os fosfolipideos da membrana mitocondrial

(Brustovetsky et al., 1989).
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Sabe-se também, que as PLAy de membrana parecem estar relacionadas com o
processo de senescéncia em plantas, atraveés da liberagdo de 4cidos graxos insaturados,
os quais seriam substratos para lipoxigenases levando & geraglo de radicais livres que
promoveriam a degradag#o lipoperoxidativa de membranas (Braidot et al., 1993).

No presente trabalho isolamos, a partir do veneno total de Crotalus durissus
terrificus, diferentes isoformas de PLAj . Tais isoformas foram caracterizadas fisico-
quimicamente e cada isoforma entdo, utilizada em estudos de respiragdo mitocondrial

através da medida do consumo de oxigénio em diferentes condi¢Bes experimentais, bem
como em estudos de integridade da membrana interna mitocondrial através da

determinagdo do inchamento mitocondrial. Entendemos que o presente trabalho
contribui para o entendimento do mecanismo de agdo da PLA, sobre a membrana

interna mitocondrial,
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

O veneno bruto de Crotalus durissus terrificus foi obtido do Instituto Butantan
(Sdo Paulo, Brasil). Todos os solventes foram de grau HPLC e foram obtidos da
Applied Biosystems (Foster City, EUA) ou da Aldrich Chemicals (Milwaukee, EUA).
Os reagentes para eletroforese foram comprados da Bio-Rad (Richmond, EUA) ou da

Sigma Chemical (St. Louis, EUA). Os marcadores de peso molecular foram comprados
da Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suécia). CAPS, Tween 20, p-nitrofenil fosfato,

amido black, membrana de nitrocelulose 0,42pum, rotenona, Hepes, EGTA e BSA foram
comprados da Sigma. Sacarose foi comprada da Merck (Darmstadt, Alemanha). A CSA
foi gentilmente cedida pela Sandoz do Brasil. Todos os outros reagentes eram produtos

de grauP.A

Animais utilizados
Os animais utilizados neste trabalho foram mantidos e manipulados de acordo
com 08 principios éticos na experimentagdo animal do COBEA - Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal.

Cromatografia de exclusiio molecular
Procedemos & metodologia ja descrita (Landucci et al., 1994), sendo a crotoxina

purificada obtida a partir de 100mg de veneno bruto de Crotalus durissus terrificus

dissolvidos em 2mL de tampdo Bicarbonato de aménio 0,1M pH 8,0, e clarificados por

18



centrifugagdo a 500g por 15min. a temperatura ambiente. O sobrenadante foi aplicado
em uma coluna de vidro (1,6x100cm), empacotada com resina Sephadex G-75
(Pharmacia), previamente equilibrada em tampao Bicarbonato de ambnio 0,1M pH 8,0,
sendo que a eluigio se deu com fluxo constante de SmL/h no mesmo tampdo a 4°C.

As fragdes resultantes (3mL) foram coletadas em coletor de fragdes modelo VL
(Gilson, Middleton, EUA). Os picos foram selecionados e identificados por leitura da
absorbincia em espectrofotdmetro UV-1201 (Shimadzu Corp., Tokyo, Japdo) a 280nm.

Para os tubos com leitura de absorbéncia superior a 2,0 foi feita uma diluigdo 1/10 de

maneira a se poder representar graficamente os pontos acima de 2,0 no eixo das

ordenadas.

Determinaciio da concentraciio de proteinas

A dosagem de proteinas foi feita utilizando-se o método ja descrito na literatura

(Lowry et al, 1951).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Utilizamos para o fracionamento da crotoxina (purificada por cromatografia de
exclusio molecular) bem como para rgcromatograﬁa das isoformas de PLA, obtidas,
um cromatdgrafo 991/PDA (Waters, Milford, EUA), equipado com duas bombas
modelo 510 (Waters). As amostras foram aplicadas em uma coluna de fase reversa
C18 /uBondapak (0,78x30cm)(Waters), equilibrada em TFA 0,1% pH 2,5 (solvente A
ou inicial), utilizando-se um injetor automatico UGK (Waters). A cromatografia de fase

reversa foi feita utilizando-se um gradiente linear (0-100%) de acetonitrilo 66% em
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scido trifluoroacético 0,1% pH 2,5 (solvente B), em fluxo de 2,0mL/min. A elui¢fo das

amostras foil monitorada a 280nm.

PAGE em condi¢des desnaturantes

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo-se metodologia ja
descrita (Laemmli, 1970).

As placas de poliacrilamida foram feitas de modo descontinuo, apresentando gel
de concentragdo de 5% e gel de corrida de 15% ou um gradiente de concentragdo de 10
a 20%. As placas foram preparadas utilizando-se uma solugdo de acrilamida estoque a
30% e N-N-metileno-bisacrilamida a 0,8%, ambas dissolvidas em agua &eionizada, pelo
sistema Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, EUA) filtradas em papel de filtro (Whatman
n°1) e mantidas a 4°C em um frasco ambar. O gel de concentragio a 5% foi preparado
utilizando-se o tamp@o Tris-HC1 0,125M, pH 6,8 e o gel de corrida foi feito utilizando-
se tampdo Tris-HCI 0,3M, pH 8,8. Em ambos os géis foram colocados 0,1%(p/v) de
SDS e procedeu-se a polimerizagio com 0,1%(v/v) de TEMED e 0,01%(v/v) de
Persuifato de amdnio.

A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de placas SE 250
Mighty Small I (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, EUA) ou em sistema de
eletroforese Mini Protean II (Bio-Rad).

As amostras e os marcadores de peso molecular foram dissolvidos em tampdo
Tris-HC1 0,08M, pH 6,8 contendo 2%(v/v) de SDS, 10%(v/v) de glicerol e 104 %(v/v)
de azul de bromofenol e, reduzidos com DTT, cuja concentragdo final foi 0,1IM. A
eletroforese foi realizada em tampéo de corrida (Tris-HCl 0,025M, pH 8,3 contendo

glicina 0,192M ¢ 0,1%(m/v) de SDS) a 100 volts constantes.
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O gel foi retirado do sistema de placas e corado com solugéo de Coomassie Blue
0,05%(m/v) em acido acético, metanol e dgua na proporgdo de 1:4:5 (v/v) por 12 horas
a temperatura ambiente. Em seguida, foi descorado em solugdo de acido acético,
metanol e agua na proporgdo de 1:4:5(v/v). Apods ter sido descorado, o gel foi
imediatamente fotografado e posteriormente seco em secador de géis Drygel Jr modelo

SE540 (Hoefer Scientific Instruments).

PAGE em condi¢des ndo-desnaturantes

Procedeu-se basicamente 8 mesma metodologia descrita no item anterior mas

sem o uso de SDS nem DTT sendo que a coloragdo foi feita através de impregnagéo

por prata (Merril et al, 1984).

PAGE em condicdes niio desnaturantes para protéinas basicas

Foram utilizados géis de corrida de poliacrilamida a 10%(m/v) preparados em
tampiio acido acético-KOH pH 4,3, segundo metodologia ja descrita (Reisfeld et al,
1962). A eletroforese foi realizada em tampdo B-alanina-acido acético 0,03M pH 4,5.
As amostras foram dissolvidas no tampdo do eletrodo com glicerol a 50%(v/v) e a
corrida feita em sistema Mini Protean II. O gel foi corado com solugio de Coomassie
Blue 0,05%(m/v) em 4cido acético, metanol e gua na proporgdo de 1:4:5 (v/v) por 12
horas a temperatura ambiente. Em seguida, foi descorado em solugio de acido acético,

metanol e agua na proporgio de 1:4:5(v/v).
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Degradaciio automatica de Edman

O sequenciador automatico de proteinas e peptideos usa a técnica de degradagio
de Edman (Edman and Begg, 1967) para remover ¢ identificar aminoacidos a partir da
porgdo N-terminal de um polipeptideo. Apés ativagdo de um filtro (composto de papel
e fibra de vidro) com "polibrene”, a proteina ¢ hidrofobicamente ligada a este suporte e
em seguida colocada na cimara de reagdo. Depois de cada ciclo degradativo, o
amino4cido N-terminal é removido da cadeia polipeptidica na forma derivada de

anilinotiazolinona (ATZ). O aminoicido-ATZ ¢ automaticamente transferido para uma

segunda cAmara de reafio, onde ocorre a conversdo para um derivado mais estavel, na
forma de feniltiohidantoina do correspondente aminoéacido (PTH). O aminoédcido-PTH
é transferido para um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia onde a
identificagiio é realizada em comparagio a cromatografia de um padrdo de aminoacidos-
PTH. O sequenciador utilizado foi o modelo 477A (Applied Biosystems), e, para
identificagio dos aminoacidos-PTH, um sistema HPLC modelo 120A (Applied
Biosystems).

Reagentes e solventes sdo transferidos para a cimara de reagfio e conversio por
controle automatico através de um microprocessador, permitindo sequéncias
autométicas de alta sensibilidade entre 10 e 500pmoles de proteina ou peptideos. Os
reagentes utilizados foram: R1, fenilisotiocianato (PITC) a 5% em n-heptano; R2,
trimetilamina (TMA) a 12,5% em agua; R3, 4cido trifluoroacético (TFA), com 0,002%
de ditiotreitol (DTT); R4, TFA a 25% em agua com DTT a 0,01% e RS, acetonitrilo,

com DTT a 0,001%. Os solventes utilizados foram: S1, n-hepteno; S2, etilacetato; $3,

1-clorobutano e 84, acetonitrilo a 20% em 4gua.
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Aplicou-se sempre 1,3 nmol de cada amostra por sequéncia. Para a obtengio de
sequéncias homdlogas aquelas por nds sequenciadas, recorreu-se a bancos de dados de
proteinas utilizando-se o servigo de rede BLAST (Altschul et al, 1990), sendo os
servicos de calculo computacional prestados pelo NCBI (National Center for

Biotechnology Information, Bethesda, USA).

Imunizacio de animais

Os coelhos foram inoculados com a fragio crotoxina, purificada a partir do

veneno total de Crotalus durissus terrificus, diluida em salina fisiologica e emulsificada
em adjuvante completo de Freund (Freund, 1965) na concentragio de 250ug por
animal.

O esquema de imunizagfio utilizado foi modificado a partir daquele descrito
previamente (Oliveira et al., 1970). A primeira inoculagfo foi realizada com antigeno
(250ug de proteina/animal), emulsificado em adjuvante completo de Freund, injetado via
intramuscular nas 2 coxas traseiras.

Na segunda inoculagdo, realizada 15 dias ap6s a primeira, injetou-se antigeno
(250pg de proteina/animal) em adjuvante completo de Freund via intramuscular em cada
uma das 2 coxas do animal.

Na terceira inoculagio (4 semanas apds a primeira), administrou-se o antigeno
em salina fisiologica ("booster” - 250pg/animal). O material foi injetado via intradérmica
em quatro pontos, previamente depilados com o auxilio de uma gilete, localizados no
dorso do animal. As injegGes intradérmicas foram repetidas de 7 em 7 dias até a

obtengio de reagdo local do tipo Arthus (Roitt et al, 1987).
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Foram executadas sangrias a partir de cortes de bordo externo de uma das
orelhas do anmimal. O sangue coletado foi mantido a 37°C em banho-maria por
aproximadamente 30min., sendo em seguida centrifigado em uma centrifuga mod. 204-
NR (Fanem, Sio Paulo, Brasil) a 6000rpm durante 20min. Os soros foram coletados

com o auxilio de uma pipeta Pasteur, distribuidos em aliquotas de 1mL e mantidos a -

20°C.

Enzyme-linked immunoassay (ELISA)

Seguindo metodologia ja descrita, (Rostagno et al,, 1991), foram adicionados
2ng/pogo de fraglio crotoxina purificada a partir do veneno total de C.d. terrificus em
uma microplaca de poliestireno (Nunc, Roskilde, Dinamarca), dissolvidos em tampdo
NaHCQ3 0,1M pH 9,6, incubando-se por 12 horas a 4°C. Apés a incubagdo, a placa foi
lavada duas vezes com TBS (Tris-HCl 10mM pH 7,0; NaCl 150mM e Azida Sédica
0,02%) e o bloqueio feito através da adigio de 200ul/pogo de TBS contendo 1% de
BSA sendo entfio incubada durante 1 hora a temperatura ambiente.

O anti-soro contra crotoxina (primeira sangria apdés a terceira inoculagio) foi
diluido em TBS contendo 0,05% de Tween 20 nas seguintes dilui¢des: 1/20, 1/40, 1/80,
1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560, 1/5120, 1/10240. De cada diluigio foram
adicionados 50uL/pogo e incubou-se durante 2 horas a temperatura ambiente. Apods
este procedimento a placa foi lavada 3 vezes com TBS contendo 0,05% de Tween 20 .

Foram entdo adicionados 50uL/pogo de uma solugdo IgG anti-coetho conjugada

a fosfatase alcalina (Bio-Rad), diluida em TBS (1/3000), incubando-se durante 1 hora a
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temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada 3 vezes com TBS contendo 0,05% de
Tween 20.

Apbs esta etapa, a placa foi revelada com a adigio de 50uL/pogo de p-
nitrofenilfosfato(5mg em SmL de dietanolamina a 10% em MgCly 0,5M), incubando-se
durante 1 hora a temperatura ambiente.

A reacdio foi interrompida, adicionando-se 100pL/pogo de NaOH 0,4M, ¢ a
intensidade de cor quantificada em um Multscan (Labsystems, Helsinke, Finlindia) a

405nm,

"Immunoblotting"

A técnica de "blotting" permite que proteinas, separadas em gel de
poliacrilamida, possam ser transferidas e imobilizadas em membranas de difluoreto de
polivinildileno bem como em membranas de nitrocelulose. As bandas, transferidas, sdo
passiveis de anilise por autoradiografia, imunodetecgdo e de eluigdo para anilise de
aminoécidos ou sequéncia de cadeia polipeptidica (Matsudaira, 1987 ; Gershoni and
Palade, 1983).

O tampdo de transferéncia (tampdo CAPS) foi preparado com 22,13g de CAPS
em 900mL. de agua, sendo titulado a pH 11 com NaOH 2N e completado até 11. com
metanol. A membrana de nitrocelulose e ¢ gel de poliacrilamida foram colocados para
equilibrar com tampio CAPS por 5 min. O gel foi colocado sobre a membrana em
suporte especial e a transferéncia realizada a 400mA por 50 minutos em sistema

refrigerado da série TE (Hoefer Scientific Instruments) a -7°C. Ao terminar a

transferéncia, a membrana foi corada com amido black (amido black 0,1%, metanol 40%
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e acido acético 5%), sendo a canaleta correspondente 2os marcadores recortada e

guardada.

O resto da membrana foi incubado com leite desnatado a 5% (bloqueando-se
desta maneira receptores inespecificos), agitando por 40min. e em repouso por 80min.,
tudo a temperatura ambiente. Procedeu-se a lavagem com TBS (Tris 20mM e NaCl
150mM pH 8,0) seguida da adigdo de TBST (TBS + Tween 20 0,05%) + anti-soro
anti-crotoxina 1:200. Agitou-se por 30min. e deixou-se por 12 horas a 4°C.

No dia seguinte, lavou-se a membrana 3 vezes (10min. em agita¢3o por vez) com

TBST e adicionou-se uma solugdo de TBST contendo soro anti-IgG de rato conjugado
4 peroxidase (Boehringer Mannheim Biochemicals, Mannheim, Alemanha) 1:2000,
deixando-se 30min. em agitagio e 90min. em repouso, tudo a temperatura ambiente.
Lavou-se entdo a membrana 3 vezes (10min. em agitagdo por vez) com TBST, sendo
entdo adicionada a solugdo de revelagio(diaminobenzidina 0,3% em Tris-HCl 50mM pH
7,5) seguida de 20uL de agua oxigenada comercial. Estando as bandas reveladas,
lavou-se com 4gua destilada para interromper a reag#o, fotografou-se, secou-se (entre 2

folhas de papel de filtro) e guardou-se a membrana a temperatura ambiente.

Isolamento de mitocondrias hepaticas (MFR)

As mitocOndrias hepaticas foram isoladas por centrifugagfo fracionada seguindo
metodologia ja descrita (Schneider and Hogeboom, 1950), a partir do figado de ratos
Wistar, fémeas, pesando entre 180-250g, mantidos em jejum por 12 horas e sacrificados

por concussdo cerebral.

O figado, retirado imediatamente ap6s a morte do animal, foi lavado em solugdo

de sacarose 250mM contendo EGTA 1,0mM tamponada com Hepes 2,0mM pH 7,2,
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picado finamente com tesoura e homogeneizado com homogeneizador Potter-
Elvehjem(Thomas Scientific, Swedesboro, EUA). Este material passou entdo por uma
primeira centrifugagdo a 1940g por 10min. Os sobrenadantes foram combinados e
centrifugados a 12100g por 10min. A fase lipidica superior foi retirada com uma pipeta
Pasteur, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso em uma solugdo de
'sacarose 250mM contendo EGTA 0,3mM tamponada com Hepes 1,0mM ¢ novamente
centrifugado a 12100g por 10min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em solug3o de sacarose 250mM (sem EGTA), obtendo-se uma suspensdo

mitocondrial com concentragio aproximada de 100mg de proteina/mL, determinada

pelo método do biureto modificado pela adigdo de colato (Gornal et al,, 1949). Todo o

processo foi realizado a uma temperatura entre 0 ¢ 4°C,

Determinagfio do consumo de oxigénio

A respiragdo mitocondrial foi medida através do consumo de oxigénio,
determinado polarograficamente com eletrodo especifico tipo Clark (Yellow Springs
Instruments Co., Ohio, EUA), a 30°C. O meio basico continha sacarose IZSmM KCl
65mM, Hepes 10mM pH 7,2, KHoPOj4. e rotenona 4uM. As MFR isoladas (1mg/ml.)
foram preincubadas por 3 min. neste meio basico contendo differentes quantidades (1,0 ;
3,0 ; 6,5 e 12,0ug) de fragdo fosfolipasica (F1, F2 ou F3) por mg de proteina
mitocondrial antes da adigdio de sucginato (SUC) 5mM. Os resultados foram
representados como a média de pelo menos trés repetigGes por experimento.

A qualidade da preparagdo mitocondrial foi deduzida em fungdo dos valores do

controle respiratorio definido como a raziio entre a velocidade de respiragdo obtida apods
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a adi¢io de ADP (estado respiratorio 3) e a velocidade de respiragdo de repouso
subsequente ao término da fosforilagdo do ADP (estado respiratorio 4) (Chance and

Williams, 1956). A suspensdo mitocondrial foi considerada viavel para uso quando esta

razdo foi igual ou superior a 5,0.

Determinaciio da variagdo do volume mitocondrial (" Swelling")
Suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. A luz espalhada

é uma fungio da diferenca no indice de refrago entre o contetido da matriz e 0 meio, e

qualquer processo que diminua esta diferenga ira diminuir a luz espalhada. Um aumento

no volume da matriz mitocondrial associado com a entrada de solutos permeaveis
resulta numa aproximagio entre o indice de refragio da matriz e do meio, com
consequente diminuigio do espathamento de luz (Nicholls, 1982). Esta propriedade das
mitocndrias "in vitro" fornece um método qualitativo e quantitativo simples para se
estudar fluxos de solutos através da membrana mitocondrial interna. As mitocOndrias se
prestam bem para a aplicagdo desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes
mudangas de volume, j4 que a membrana interna sofre apenas desdobramento de seus
pregueamentos (Beavis et al,, 1985 ; Garlid and Beavis, 1985). O acompanhamento
deste processo pode ser feito tanto em fungio da diminuigdo da luz absorvida em um
espectrofotdmetro normal, como, de forma mais sensivel, usando-se um fluorimetro
ajustado para medir a luz espalhada pela suspensdo, diretamente num &ngulo de 90
graus entre a incidéncia do feixe de luz e a célula fotoelétrica (Packer, 1967). Esta

técnica tem sido bastante usada porque é um método simples, bastante sensivel, rapido e

que fornece um registro continuo da cinética do inchamento (Beavis et al., 1985).
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Em nossos experimentos usamos um espectrofotdmetro DU 640 (Beckman
Instruments, Fullerton, EUA) ajustado para leitura em comprimento de onda de 520nm
conforme ja descrito (Hunter and Haworth, 1979).

As MFR (0,5mg/mL) foram incubadas por 3 min. em meio basico {descrito
acima) contendo diferentes quantidades (1,5;3,0;6,0e 12,0 ug) de fragdo fosfolipasica
(F1, F2 ou F3) por mg de proteina mitocondrial. Nos experimentos em que se utilizou
CSA 1uM efou CAT 1uM, o tempo de preincubagio foi de 1 min. e apenas duas

quantidades de cada frago fosfolipasica foram utilizadas: 1,5 e 6,0 pg/mg de proteina

mitocondrial.
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RESULTADOS

Cromatografia de exclusdo molecular

A Figura 3 mostra o fracionamento do veneno total de Crotalus durissus
terrificus por cromatografia de exclusdo molecular. O perfil do cromatograma obtido
foi compativel com resultados ja publicados (Landucci et al., 1994), tendo sido obtidas 4
fracdes proteicas (I, II, [l e IV). A fragio III representa a fragdo crotoxina tendo sido

coletada e tiofilizada. A outras fracdes obtidas foram coletadas, liofilizadas e guardadas.

Quando injetada em camundongos, a fragdo III provocou paralisia flicida do diafragma
dos animais, levando-os 4 morte, sendo tal efeito farmacoldgico, caracteristico da

crotoxina (Brazil, 1966).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A fragdio I (crotoxina), obtida por cromatografia de exclusdo molecular, foi
fracionada por HPLC sendo obtidas entfio 4 fracSes proteicas: C, F1, F2 ¢ F3 conforme
mostra a Figura 4. A fragio C foi eluida em 56% de solvente B e foi identificada como
sendo a crotapotina através de testes farmacologicos (Landucci, 1992 ; Landucci et al,,
1994). As fracdes F1, F2 ¢ F3 foram eluidas em 59, 59,5 ¢ 60,3% de solvente B

respectivamente e correspondem a fosfolipases.
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Niamero do tubo

Figura 3 - Perfil cromatogrifico do fracionamento do veneno total de Cd

terrificus (100mg) em coluna (1,6x100cm) empacotada com resina Sephadex G-75
equilibrada em tampio Bicarbonato de aménio 0,1M pH 8,0. Fluxo: 9miL/h no

mesmo tampdo. A fraciio III corresponde i crotoxina.

As fragées F1, F2 e F3 foram recromatografadas, nas mesmas condigbes

descritas para a Figura 4, para evitar contaminagio cruzada, obtendo-se as trés fragSes

com elevado grau de pureza como mostra a Figura 5.
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Figura 4 - Cromatografia em fase reversa da crofexina usando coluna pBondapak

Cig (0,78130cm). Gradiente linear continuo até 100% de solvente B. Solvente A

Tempo de retengdo (min.)

ou inicial: TFA 0,1%, Sclvente B: acetonitrilo 66% em TFA 0,1%.
Fluxo:2,0mL/min. C=Crotapotina ; F1,F2 e F3 = Fracdes de PLA.
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Figura 5 - Recromatografia em fase reversa de A) F1, B) F2 e C) F3 usando coluna
pBondapak Cyg (0,78x30cm). Gradiente linear continuo até 100% de solvente B.
Solvente A: TFA 0,1%, Solvente B: acetonitrilo 66% em TFA 0,1%.
Fluxo:2,0mL/min, F1,F2 e F3 = Fracfes de PLA; .
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PAGE em condiges ndo-desnaturantes

A crotapotina (fragdo C - Figura 4) foi submetida a uma eletroforese em

condigdes ndo-desnaturantes (sem SDS nem DTT) para proteinas 4cidas. Foi obtida

uma tinica banda como mostra a Figura 6.

Figura 6 - PAGE a 15% em condigdes nio-desnaturantes. Perfil da mobilidade
eletroforética da crotapotina. Foram aplicados 15ug de proteina no poco.

Coloraciio por nitrato de prata.
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PAGE em condicdes desnaturantes ¢ PAGE em condigdes nio desnaturantes para
proteinas bdsicas

O veneno total, a fragdo II do cromatograma mostrado na Figura 3
correspondente & crotoxina e as fragdes de PLAy , F1,F2 e F3 descritas na Figura 4,
foram submetidos a uma PAGE em condi¢des desnaturantes (Figura 7A). As fragBes
F1, F2 e F3 apresentaram mestna massa molecular calculada aparente de 15 kDa. Na
Figura 7B, pudemos comprovar que além de apresentarem uma massa molecular

semelhante, as frages F1, F2 e F3 também apresentaram mobilidade eletroforética

similar podendo se inferir entdio que apresentem cargas liquidas muito parecidas.

Degradagiio automaitica de Edman

Aliquotas de 1,3 nmoles de F1, F2 e F3 nativas foram aplicadas, separadamente,
em um sequenciador automatico de proteinas onde determinou-se a presenca de um
tinico residuo de aminoéacido na posigdo 1 da cadeia polipeptidica de cada fragdo
proteica. Nio foram detectados aminoacidos PTH diferentes dos residuos de sequéncia
nos dois primeiros ciclos.

A estrutura primaria da regifo N-terminal foi realizada para os 20 primeiros
residuos de aminoacidos, estando os resultados obtidos apresentados na Figura 8,

juntamente com outras sequéncias descritas na literatura.
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Figura 7

A) PAGE 2 13% em condi¢des desnaturantes (SDS a 2%, DTT 0,1M). (1)
Marcadores de peso molecular: fosforilase b (94kDa), BSA (67 kDa), ovoalbumina
(43kDa), anidrase carbdnica (30kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1kDa) e a-
lactoalhumina (14,4kDa); (2) Veneno total de Cd. terrificus; (3) Crotoxina
(C+F1+F2+F3); (4) F1; () F2 e (6) F3. Foram aplicados 10ug de protéina por
pogo. Coloragiic por Coomassie Blue,

B) PAGE a 10% em condi¢es nio-desnaturantes para proteinas bdsicas.
(1) Crotoxina; (2) F1; (3) F2 ¢ (4) F3. Foram aplicados 10pg de protéina por

poco, Coloragiio por Coomassie Blue.
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Figura 8 - Comparagie da sequéncia N-terminal para os 20 primeiros residuos de
aminodcidos de F1, F2 e ¥3 do veneno de Cd.terrificus com sequéncias de PLA)
descritas na literatura. F1 (Fracdio 1 de PLAj) ; F2 (Fragdo 2 de PLAj) ; F3
(Fragio 3 de PLAjy) ; CB (componente bdsico da crotoxina)(Aird et al, 1986) ;
CB1 e CB2 (sequéncia de aminodcidos de isoformas de PLAy deduzidas a partir
dos ¢cDNA CB1 e ¢cDNA CB2 respectivamente (Bouchier et al., 1991). Tragos (-)
indicam que o residuo de aminodcido ¢ idéntico Aquele imediatamente acima. A

letra X indica que o residuo de aminodcido para esta posicio ndo foi identificado.



Considerando-se apenas o nimero de aminoacidos por nos determinados (19
para F1, 18 para F2 e 20 para F3), calculou-se o grau de homologia entre as fragdes por

nds caracterizadas e as da literatura, estando os resultados apresentados na Tabela I1.

Tabela II - Grau de homologia (%) entre as fosfolipases Aj descritas na Figura 8.

Fl F2 F3 CB CB1 CB2
F1 . 94 95 95 95 95
F2 . - 94 94 94 100
F3 . . - 100 100 90

Imuniza¢io de animais ¢ ELISA
Nas imunizagdes realizadas em coeltho para a obtengdo de um anti-soro anti-

crotoxina obteve-se um alto titulo de anticorpos titulados pelo método de ELISA

(Figura 9).
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Titulo
10000

1000

T Sangria 0 Sangria 1 Sangia2  Sangria3

Figura 9 - Titulo de anticorpos anti-crotoxina obtidos, medido por ELISA.

"Immunoblotting”

A Figura 10 apresenta o resultado para o "immunoblotting”". Foi
realizada uma corrida eletroforética (PAGE a 15% em condigdes desnaturantes - Figura
7A) e as amostras foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose por 1h a
400mA como descrito na se¢io Materiais ¢ Métodos. A pista eletroforética contendo
os marcadores de peso molecular foi corada com negro de amido 0,1%. O restante da
membrana fot incubado com soro de coelho anti-crotoxina (obtido como descrito acima)
sendo a membrana incubada com soro de cabra anti-IgG de coelho conjugada a

peroxidase e revelada com diaminobenzidina e gua oxigenada.
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Figura 10 - "Immunoblotting” do veneno total de C. d. ferrificus, crotoxina, F1, ¥2
¢ F3 revelade por soro de coelho anti-crotoxina. (1) Marcadores de peso
molecular; fosforilase B (94kDa), albumina (67kDa), ovoalbumina (43kDa),
anidrase carbdnica (30kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1kDa) ¢ a-
lactoalbumina (14,4kDa); (2) F1; (3) F2; (4) F3; (5) crotoxina e (6) veneno total.

Podemos observar que o anti-soro reconheceu apenas uma banda imunoreativa
com massa molecular aparente igual a 15 kDa nas pistas eletroforéticas 2 até 5 (F1, F2,
F3 e crotoxina). Ja na pista eletroforética 6 (veneno total), além desta banda de 15 kDa,
foi reconhecida fracamente uma outra banda imunoreativa com massa molecular igual a

30 kDa. Esta Gltima poderia ser devida a uma agregagiio de crotoxina ou das isoformas

de PLA5 (Schalkwijk,C.G. et al, 1991).



Nio se observou nenhuma reagdio & crotapotina pois esta metodologia (PAGE
em condigdes desnaturantes) nio é compativel com o peso ¢ a carga da referida proteina

(Figura 6)(Landucci et al., 1994).

Efeitos das fragdes fosfolipdsicas (F1, F2, e F3) sobre mitocdndrias isoladas em

experimentos de determinaciio do consumo de oxigénio
Os efeitos de F1, F2 ou F3 sobre o estado respiratorio 4 mitocondrial, medidos

por consumo de oxigénio, estio mostrados na Figura 11. A Figura 11A mostra que F1

se comportou como um desacoplador de uma maneira dose-dependente, ndo
importando a concentragdo proteica utilizada. Por outro lado, F2 e F3 mostraram
efeitos desacopladores até uma quantidade fixa, 6,5ug/mg para F2 ¢ 3,0ug/mg para F3.
Em maiores quantidades, ambas as fragdes fosfolipisicas apresentaram um efeito
inibitério, como pode ser visto nas Figuras 11B e 11C. Nos experimentos em que o
consumo de oxigénio foi inibido, a adigdo de FCCP 0,8uM, apds ocorrer a inibigéo, ndo
estimulou a taxa de consumo de oxigénio (dados ndo mostrados). Esses efeitos foram
abolidos completamente quando estavam presentes no meio de reagiio BSA 0,1% ou
EGTA 0,5mM durante a preincubagio das MFR com cada fragdo fosfolipasica isolada.

Fsses resultados estio reunidos na Tabela TI1.
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Tabela TIL - Taxa de consume de oxigénio (estado respiratério 4) de MFR
(1mg/mL, 30°C, pH 7,4) preincubadas com 3 e 12ug de F1, F2 ou ¥3 / mg de
proteina mitocondrial na presenca ou auséncia tanto de EGTA 0,5mM quanto de

BSA 0,1%. Os valores representam a média de pelo menos trés repeticdes.

Sem EGTA ou BSA EGTA 0,5mM BSA 0,1%

ng atomo Op/mg/min ng dtome O/mg/min ng dtomo Oy/mg/min

Controle 39,94 35,70 32,78
F1 3ug 95,29 30,97 384
F1 12ug 135,48 18,03 37,2
F2 3pg 109,01 24,00 24,0
F2 12pg 17,66 27,00 24,0
F3 3ug 81,82 45,82 32,73
F3 12ug 9,82 45,82 32,73

Efeitos das fragdes fosfolipdsicas (F1, F2, e F3) sobre mitocdndrias isoladas em

experimentos de determinaciio do inchamento mitocondrial

Os efeitos de F1, F2 ou F3 sobre mudangas na matriz mitocondrial medidas a
520 nm estdo mostrados na Figura 12. Nossos resultados indicaram que as fragOes
fosfolipasicas testadas induziram intenso inchamento mitocondrial provavelmente em

decorréncia de promoverem um ataque a bicamada lipidica da membrana interna
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mitocondrial.  Nesses experimentos, a presenga de BSA 0,1% néo preveniu o
inchamento mitocondrial provocado pelas fragSes fosfolipasicas enquanto a presenca de
EGTA 0,5mM ofereceu protegdo total.

Por ocutro lado, como mostrado na Figura 13, a preincubagiio com CSA 1uM
também foi capaz de oferecer protegdo total contra a aco das fosfolipases,
principalmente na presenga de baixas quantidades de PLAj (F1, F2 ou F3). Esse efeito
protetor, no entanto, diminuiu com o aumento da quantidade das fragdes usadas.

A preincubagdo com CAT 1uM, como mostrado na Figura 14, foi menos eficaz

em oferecer protegdio contra o inchamento mitocondrial quando comparado & CSA
quando se utilizou uma baixa quantidade de PLAp. J4 com alta quantidade de PLAy , o
efeito protetor do CAT aparece apenas contra a agdo de F3, sendo similar aquele
provocado pela CSA.

Finalmente, a Figura 15 mostra que a preincubagiio com CSA 1uM mais CAT
1uM leva a um desaparecimento do efeito protetor conferido pela CSA, sendo o pouco
efeito protetor encontrado semethante aquele conferido pelo CAT sozinho (Figura 14).
Experimentos em que as mitocdndrias isoladas foram incubadas primeiro com CSA ¢
depois com CAT, bem como primeiro com CAT e depois com CSA, nfo alteram

significativamente esse padrio de protegdo (dados ndo apresentados).
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DISCUSSAO

A partir do veneno total de Crotalus durissus terrificus foi possivel obter, por
cromatografia de exclusdo molecular, a fragéio crotoxina purificada. A presenca de uma
Ginica banda em PAGE/SDS é utilizada como critério de pureza da fragéo.

Em seguida, através de cromatografia de alta eficiéncia em fase reversa,
fracionamos a crotoxina em quatro componentes: crotapotina e 3 fragdes fosfolipasicas

(F1, F2 e F3). O grau de pureza da crotapotina isolada foi comprovado através de

PAGE em condigBes nfo-desnaturantes para proteinas dcidas seguido de impregnagéo

por prata (Figura 6), que mostra a presenga de apenas uma banda proteica.

O grau de pureza das fragdes fosfolipasicas isoladas foi comprovado através de
recromatografia em HPLC (Figura 5), eletroforese (Figuras 7A e 7B) e detecgdo de
apenas um residuo de aminoédcido para a posigio 1 da cadeia polipeptidica durante o
sequenciamento N-terminal de cada fragdo fosfolipasica (Figura 8). Além disso, a
ocorréncia de apenas uma tnica banda imunoreativa para crotoxina e suas fragdes
fosfolipasicas F1, F2 e F3 como revelou o "immunoblotting” (Figura 10) ¢ mais um
critério de pureza tanto em relagio ao anti-soro empregado (anti-soro anti-crotoxina
obtido apés inoculagio do antigeno em coelhos) quanto em relagdo as fragSes proteicas
(crotoxina, F1, F2 e F3).

J4 foi descrita na literatura a existéncia de isoformas de PLA9 no veneno de C.d
terrificus, as quais seriam moléculas de massa molecular igual a 14,5 kDa apresentando
apenas pequenas diferencas entre si com relagdo & sua estrutura priméria, ou seja,
aminoécidos diferentes em determinadas posi¢Ges de suas cadeias polipeptidicas (Faure

and Bon, 1988). As fragdes fosfolipasicas por nos isoladas (F1, F2 e F3), apresentam

massa molecular aparente igual a 15kDa (Figura 7A). Além disso, a homologia
sequencial dos 20 residuos N-terminais entre F1, F2 e F3 ¢ outras fosfolipases descritas

na literatura (Figura 8), apresentou 100% de homologia entre F3, CB1 ¢ CB quando
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comparadas entre si, bem como entre F2 e CB2 (Tabela II). J4 F1 difere em um
aminoacido (posicdo 18 da cadeia polipeptidca, Val = Ile) em relagdo a CB1 e CB.
Assim sendo as fragdes fosfolipasicas F1, F2 e F3 podem ser denominadas de isoformas
de PLA.

Os efeitos de F1, F2 e F3 (isoformas de PLAy ) nos experimentos de consumo
de oxigénio durante o estado respiratorio 4, mostrados nas Figuras 11A, B e C, indicam
que das 3 isoformas testadas, apenas F1 foi capaz de induzir exclusivamente
desacoplamento mitocondrial enquanto F2 e F3, em maiores quantidades, também

induziram outros efeitos, levando a uma inibigio da cadeia respiratoria. Nesse caso, a

adicio de FCCP (um desacoplador clissico) ndo levou a restauragio da taxa de
consumo de oxigénio.
marcantes sobre varias fung®es mitocondriais, reduzindo as atividade da NADH-
oxidase, das succinato e NADH-desidrogenase ¢ da capacidade de fosforilagdo (Khole
and Khole, 1985). Sabe-se também que a bicamada hidrofobica tem importante papel na
manutengdo da organizagio estrutural de moléculas proteicas incorporadas na fase
lipidica. O estado da fase lipidica da membrana pode assim assumir um papel na
regulaco da atividade funcional de vérias enzimas ligadas 4 membrana. Substéncias,
como as PLA» , que podem modificar a microviscosidade da fase lipidica da membrana
podem , através desse mecanismo, regular varios processos metabdlicos
(Amler et al., 1586).

No entanto, em nossos experimentos, a modificagdo do microambiente lipidico
ndo parece ser responsivel pela inibigdo de proteinas respiratorias, o que pode
demonstrar que a inibig8o de tais proteinas estd diretamente relacionada com a liberagio

de 4cidos graxos livres em decorréncia da agio da PLA) sobre a membrana. Essa

hipdtese ¢ apoiada pelo fato de que a BSA (quelante de acidos graxos) ndo protegeu a

mitocondria do inchamento induzido pelas isoformas, como demonstram as Figuras
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12A, B e C, indicando que o microambiente lipidico foi alterado mas, ofereceu protegio
efetiva nos experimentos de consumo de oxigénio (Tabela III). Além disso pode-se
concluir que a protegdo oferecida pela BSA, nos experimentos de consumo de oxigénio,
ndo pode ser devida a uma possivel interagdo desta com as isoformas diretamente.
Nossos resultados indicam que 4cidos graxos livres sdio os responsaveis diretos pelos
efeitos induzidos pelas isoformas de PLA; nesses experimentos. Qutros pesquisadores
(Rauchova et al, 1993) propuseram que é&cidos graxos livres podem interagir
diretamente com sitios de ligagio para substrato e entdo, inibir competitivamente a

glicerol-3-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.8.). Por outro lado, a presenga de EGTA

(quelante de célcio) no meio de reagdo preveniu todos os efeitos induzidos pelas
isoformas isoladas tanto nos experimentos de consumo de oxigénio (Tabela ITI) quanto
nos de inchamento mitocondrial (Figuras 12A, B e C), mostrando que essas isoformas
sdo dependentes de célcio, estando em consondncia com a literatura (Verheij et al,
1981).

Apesar de serem moléculas semelhantes, resultados preliminares indicam que
cada isoforma de PLA, libera diferentes 4cidos graxos da membrana mitocondrial (R.-H.
Valente, 1995, resultados ndo-publicados), o que poderia explicar o efeito diferente de
cada isoforma sobre os experimentos de consumo de oxigénio.

Acidos graxos de cadeia longa sio desacopladores naturais da fosforilagio
oxidativa em mitocOndrias. O mecanismo protonoforico de sua agfio ¢ atribuido ao
movimento trans-membrana do &cido graxo ndo-dissociado em uma diregio ¢ a
passagem de seu dnion na diregio oposta, apesar da passagem deste dnion ainda ndo
estar bem compreendida (Wojtczak and Schonfeld, 1993).

O desacoplamento causado por palmitato, em mitocOndrias isoladas de musculo
esquelético e de figado, € parcialmente abolido por inibidores especificos do carreador

ADP/ATP: atractilato, carboxiatractilato (CAT) e boncrecato. Parece que o carreador

ADP/ATP, o qual troca anions de nucleotideo de adenina, também aumenta de alguma
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maneira a permeabilidade da membrana para o &nion RCCO-, assumindo-se que esse
grupo hidrofobico se liga ao carreador de uma maneira ndo-especifica
(Andreyev et al., 1989). Outro fator que reforga a possivel participago do carreador no
desacoplamento causado por acidos graxos, € que este possui significativa homologia de
sequéncia de aminoacidos, peso molecular bem como disposi¢do de dominios
semelhantes ao da UCP (proteina desacopladora)(Aquila et al, 1985
Bouillaud et al., 1986), proteina especial encontrada no tecido adiposo marrom que
aumenta a condutincia de HY através da membrana mitocondrial interna, na presenga de

concentragdes muito baixas de acidos graxos (Heaton and Nicholls, 1976).

Além disso, em decorréncia de uma permeabilizaco transitoria dependente de
cilcio da membrana mitocondrial, a qual foi recentemente considerada como
consequéncia da inducdo de um poro dependente de calcio, acidos graxos podem induzir
desacoplamento mitocondrial sendo que este pode ser inibido por CSA

(Mokhova et al., 1993).

Em nossos experimentos de inchamento mitocondrial com as isoformas de PLA7
observamos que a presenca de CSA no meio de incubagdo oferece protegdo as MFR
(Figuras 13A, B e C). Nesse caso houve uma inibi¢do do inchamento mitocondrial
induzido pelas isoformas, especialmente quando estas estavam presentes em baixa
concentragio (& excessio de F2 em alta concentragio). CSA ¢é sabidamente um inibidor
especifico da abertura de um poro reversivel dependente de cilcio na membrana
mitocondrial interna, apesar de ndo estar definido se a CSA se liga ao poro em si ou a
uma proteina envolvida de alguma maneira no mecanismo de abertura desse poro
(Crompton and Costi, 1988 ; Crompton et al., 1988).

Alguns autores sugerem que existe uma participacio direta do carreador

ADP/ATP na formagio do poro (Halestrap and Davidson, 1990) enquanto outros

postulam que o poro seria uma estrutura diferente, apesar de poder estar intimamente

relacionada ao carreador (Hunter and Haworth, 1979 ; Novgorodov et al, 1992 ;
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Novgorodov et al, 1994). Em defesa da primeira hipétese, Halestrap e Davidson
(Halestrap and Davidson, 1990) sugeriram que quando o sitio de ligagdo do carreador
ADP/ATP esta direcionado para o lado citossolico, ele pode se ligar a calcio. Nessas
condi¢des, quando pirofosfato e fosfato inorginicos, ao invés de nucleotideos de
adenina, estdo ligados aos sitios ligadores de substrato, se propde que um dos residuos
de prolina do carreador seja capaz de se ligar a peptidil-prolil cis-frans isomerase
matricial, também conhecida como ciclofilina (Fischer et al,, 1989). Essa interagdo deve
causar mudangas na estrutura do carreador suficientes para criar um poro. Este poro €

bioqueado ou fechado na presenga de CSA, a qual sabidamente interage com a

ciclofilina (Takahashi et al., 1989), causando a dissociagio desta ultima do carreador e
restaurando entfo a integridade da membrana.

O efeito protetor da CSA contra o inchamento mitocondrial induzido pelas
isoformas de PLA, , demonstrado no presente trabalho, indica claramente que existe um
sitio de ligagio para a CSA na membrana mitocondrial além da ciclofilina (presente na
matriz). Corroborando esta hipétese, foi recentemente demonstrada a existéncia de uma
proteina de membrana de massa molecular aproximada igual a 10 kDa, a qual pode ser
parte de um receptor para CSA presente no poro ativado por célcio (Andreeva and
Crompton, 1994).

No passado, foi proposto que a ativagio de PLAy intramitocondrial seria
responsavel pelo processo de permeabilizagdo ativado por célcio (Beatrice et al,, 1980 ;
Broekemeier et al., 1985). Nossos resultados indicam que a ligagio da CSA a um sitio
de membrana mitocondrial previne o ataque das isoformas de PLAs . A combinagdo
dessas observagdes poderia explicar o papel da CSA abolindo o efeito deletério do
calcio sobre mitocdndrias isoladas expostas & adigio de PLA9 exdgenas, apesar de

alguns autores sugerirem que a PLA) mitocondrial provavelmente ndo deva ser o sitio

de interagdo especifico da CSA (Broekemeier et al., 1989).
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A indugio de perturbagBes da membrana esta intimamente ligada & presenga de
fons célcio na matriz e parece ser modulada pelo carreador ADP/ATP. Ou seja, 08
efeitos deletérios do ion célcio sdo potencializados na presenca de CAT ou atractilato
(inibidores especificos do carreador) enquanto que, por outro lado, na presenca dos seus
substratos ADP e ATP ou de boncrecato (outro inibidor especifico) ha uma prote¢o da
membrana (Le Quoc and Le Quoc, 1988).

Nos experimentos de inchamento mitocondrial quando incubamos previamente
as mitocdndras isoladas com CAT (como demonstram as Figuras 14A, B e ()

observamos que a protegdo ndo ¢ tdo eficaz quanto aquela oferecida pela CSA, contra

o efeito induzido pelas isoformas de PLAy . Além disso, nos experimentos em que
utilizamos CAT e CSA no meio de incubagdio, o pequeno efeito protetor do CAT
prevaleceu, e os resultados foram muito semelhantes aos do CAT sozinho, como
demonstram as Figuras 15A, B ¢ C. Assim sendo, aparentemente a ligagio do CAT ao
seu sitio no carreador ADP/ATP impede a protegdo conferida pela CSA.

O estabelecimento do modelo experimental desenvolvido nesta tese propiciara
estudos mais aprofundados sobre 0 modo de agio dos acidos graxos, liberados em
decorréncia do ataque & membrana mitocondrial pelas isoformas de PLA; , sobre o
metabolismo energético mitocondrial. Tais 4cidos graxos, a partir do momento em que
forem identificados, podem ser administrados diretamente s mitocOdrias isoladas
estabelecendo-se desta maneira uma correlagdo mais definitiva entre os efeitos por nds
observados e 4cidos graxos em particular. Além disso, os estudos com CSA e CAT
devem ser aprofundados para se compreender melhor o papel do poro inespecifico
dependente de Ca® bem como do carreador ATP/ADP nesses fendmenos induzidos *

pelos acidos graxos.
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