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RESUMO

As peconhas de animais terrestres sdo muito mais estudadas que as de animais
marinhos, por fatores com o mais facil acesso e a menor labilidade de seus compostos
ativos. Sendo assim, apenas uma pequena parte do que se conhece sobre peconhas é
de origem marinha.

O Scorpaena plumieri é um peixe peconhento, tipico de dguas tropicais do Oceano
Atlantico, que habita corais e dguas rasas em praias rochosas, conhecido da regido como
nordeste do Brasil como peixe-escorpido, niquim-de-pedra, mamangava ou beatriz, é
um peixe que possui um aparato inoculador ndao muito bem definido, composto de
glandulas que se estendem pela regido antero-lateral de espiculos presentes nas
nadadeiras dorsais, pélvicas e anais. Em sua peconha, j& foram isoladas diversas
substancias com atividade bioldgica, com atividades semelhantes a de outros peixes da
familia Scorpionidae. Essa pegonha possui atividade hemolitica, citotdxica, inflamatdria,
cardiovascular e proteolitica, além de inibidora da ligagao de integrinas.

O corpo do peixe também é abundantemente recoberto por um muco espesso.
Testando esses fluidos corporais, encontramos neles a capacidade de processar
angiotensinas. A peconha do peixe escorpido S. plumieri foi capaz de converter a
angiotensina | (Ang 1) em angiotensina Il e também em angiotensina 1-7 (Ang(1-7)), e
capaz de converter a angiotensina Il (Ang Il) em Ang(1-7). O muco epidérmico foi capaz
de converter a Ang | em Ang Il e Ang(1-7), mas ndo apresentou atividade frente a Ang Il.
O inibidor de enzima conversora de angiotensina captopril foi capaz de inibir a atividade
conversora em ambos os fluidos bioldgicos, assim como também o quelante de metais
EDTA. Ja o inibidor de serino-proteases PMSF ndo foi capaz de inibir a atividade. O
captopril também nao foi capaz de impedir a formacgdo de Ang (1-7) a partir de Ang | no
muco epidérmico, mostrando que deve haver uma enzima que promova diretamente a
conversao de Ang | em Ang (1-7), sem a necessidade de conversao prévia em Ang Il

A atividade de maior interesse, a conversora de angiotensina (ECA), foi isolada em dois
passos cromatograficos sequenciais, a saber; gel filtragdo em S-100 e troca ibnica com
Mono Q. A ECA isolada se comportou de mesma maneira frente aos inibidores e ao
substrato, Ang |, exceto pela capacidade de gerar Ang (1-7).

Peconhas animais sdo misturas complexas de moléculas com atividade bioldgica, e seu
estudo tanto pode ser visto como uma maneira de compreender melhor os efeitos do
empeconhamento e abrir possibilidades para melhores métodos de tratamento quanto
para a descoberta de atividades que possam ter utilidade farmacolégica, ou ajudem a
esclarecer uma via metabdlica.

Palavras chave: enzima conversora de angiotensina, ECA, sistema renina angiotensina,
peconhas, muco epidérmico, peixes peconhentos, Scorpaena plumieri.



ABSTRACT

The venom of terrestrial animals is much more studied than that of marine animals, for
factors such as the easiest access and the lowest lability of its active compounds. Thus,
only a small part of what is known about venom is of marine origin.

The Scorpaena plumieri is a venomous fish, typical of tropical Waters of Atlantic Ocean,
which inhabits corals and shallow waters on rocky beaches, known in the northeast
region of Brazil as scorpion fish, niquim-de-pedra, mamangava or beatriz, is a fish that
has an inoculating apparatus not very well defined, composed of glands that extend
through the anterolateral region of spicules present in the dorsal pelvic and anal fins. In
its venom, several substances with biological activity have already been isolated, with
activities similar to other fish of the family Scorpionidae. This venom has hemolytic,
cytotoxic, inflammatory, cardiovascular and proteolytic activity, as well as integrin
binding inhibitor.

The fish's body is also abundantly covered by thick mucus. By testing these bodily fluids,
we find in them the ability to process angiotensins. The venom of the S. plumieri
scorpion fish was able to convert angiotensin | (Ang I) to angiotensin Il and also to
angiotensin |-7 (Ang (1-7)), and capable of converting angiotensin Il (Ang Il) into Ang (1-
7). Epidermal mucus was able to convert Ang | into Ang Il and Ang (1-7), but did not show
activity against Ang Il. The angiotensin converting enzyme inhibitor captopril was able
to inhibit the conversion activity in both biological fluids, as well as the metal chelator
EDTA. As for the serine protease inhibitor PMSF, it was not able to inhibit venom activity.
Captopril was also not able to prevent the formation of Ang (1-7) from Ang | in the
epidermal mucus, showing that there must be an enzyme that directly promotes the
conversion of Ang | to Ang (1-7), without the need for prior conversion in Ang Il.

The most interesting activity, the angiotensin converting enzyme (ACE), was isolated in
two sequential chromatographic steps, namely; gel filtration in S-100 and ion exchange
with Mono Q. Isolated ACE behaved in the same way against inhibitors and substrate,
Ang |, except for the ability to generate Ang (1-7).

Animal venoms are complex mixtures of molecules with biological activity, and their
study can both be seen as a way to better understand the effects of envenomation and
open up possibilities for better treatment methods as well as for the discovery of
activities that may have pharmacological utility, or help to undestand a metabolic
pathway.

Key words: angiotensuin converting enzyme, ACE, renin angiotensin system, venons,
epidermic mucus, poisonous fishes, Scorpaena plumieri.
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1. Introdugao

Peconhas e venenos de origem animal apresentam uma grande variedade de
composices e efeitos fisioldgicos, e possuem importancia tanto pelos danos que
podem causar a seres humanos e animais domésticos quanto a sua relevancia como
fonte de compostos biotecnologicamente Uteis. Sdo misturas complexas, normalmente
de elevado conteldo proteico. Um exemplo cldssico que podemos fornecer no Brasil é
a descoberta da bradicinina, um peptideo com ag¢do vasodilatadora, por Rocha e Silva
em 1949, descrita como um fator liberado do plasma sanguineo sobre a ac¢do da
peconha de serpentes e de enzimas como a tripsina (Rocha e Silva, Beraldo e Rosenfeld,
1949).

As peconhas mais estudadas sdao as de animais terrestres, devido a sua maior
implicacdo na saude (acidentes mais frequentes, pelo habitat dos seres humanos ser
terrestre) e também pela maior facilidade de acesso as mesmas. As pegconhas animais
mais estudadas sao as de serpentes, escorpides e aranhas, e entre os animais marinhos,
as mais estudadas sdo de as de dguas-vivas, anémonas e caracois (Utkin, 2015). H3a de
se ressaltar a diferenca entre peconha e veneno. Define-se por veneno ou peconha
gualquer substancia capaz matar seres vivos ou torna-los doentes, ou seja, causar injuria
ao organismo. No entanto, as peconhas sdo venenos que podem ser injetados em outro
ser vivo através de aparatos especializados, como dentes modificados, ferrdes,
aguilhGes e espiculos, e que possuem estruturas glandulares especificas para sua
producdo. (Hadley, Debbie. 2017).

Entre as pegonhas animais, as de animais aqudticos sdao as menos estudadas,
principalmente as de animais marinhos (Church e Hodgson, 2002). Varias dessas
propriedades ja foram pesquisadas e identificadas. Entre elas, estd a peconha do
Scorpaena plumieri. A composicao das pegonhas de peixes parece ser, de fato, muito
semelhante entre si, pela verificacdo de seus efeitos fisiolégicos em varios estudos. Um
exemplo disso é a verificacdo de que o antidoto para a peconha de peixes do género
Synanceja, produzido pela empresa de biotecnologia CSL, em Melbourne, na Australia,
se apresenta também eficiente em inibir o efeito inflamatério e cardiovascular induzido
pela peconha do S. plumieri, quando esta é injetada em camundongos (Gomes et al.,

2011). O efeito cardiovascular da pegonha de S. plumieri é atribuido a uma toxina de 65
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kDa chamda Sp-CTx (Scorpaena plumieri cyotoxin) (Andrich et al., 2010). Em ratos, Sp-
CTx produz uma resposta bifdsica, que consiste em um aumento inicial da pressdo
sistdlica e diastdlica, seguido por um declinio sustentado dessas mesmas pressoes e da
frequéncia cardiaca (Gomes et al., 2016).

A peconha do S. plumieri, a qual nos referiremos aqui como SpV, também
apresentou diversas outras atividades, como hemdlise, atividade inflamatdria, inibitéria
da ligacdo de integrinas e proteoliticas (Carrijo et al., 2005; Menezes et al., 2012; Andrich
et al.,, 2010; Evangelista et al., 2009; Gomes et al., 2011). Em relagdo aos efeitos
proteoliticos, a peconha mostrou-se capaz de hidrolisar a caseina e a gelatina. Essa
atividade também foi descrita na pegonha de Potamotrygon falkneri (uma espécie de
arraia brasileira de dgua-doce) e Thalassophryne maculosa, um peixe-sapo habitante da
costa tropical americana do oceano atlantico, respectivamente (Sosa-Rosales et al.,
2005; Haddad et al., 2004).

As glandulas de pegonha do S. plumieri ndao sdo estruturas bem definidas; situam-
se em sulcos anterolaterais aos espiculos do peixe (Russel, 1965) em uma bainha
subcutanea e o empegonhamento ocorre quando bainha é rompida por pressdao no
espinho, e a peconha entao vaza para o muco epidérmico (Halsted et al., 1951).

Peconhas animais costumam apresentar inibidores da enzima conversora de
angiotensina, chamados de peptideos potenciadores da bradicinina (BPPs). E
interessante notar que na peconha e muco epidérmico do animal em questdo, foram
encontradas enzimas conversoras de angiotensina.

O sistema renina-angiotensina (SRA) é o principal responsavel pelo controle dos
liquidos corporais e do tonus vascular (Basso e Terragno, 2001). A aldosterona, que tem
sua liberacdo controlada pelo SRA, € um hormoénio produzido pelo cértex da glandula
supra-renal que diminui a excrecdo de sédio nos rins. O SRA tem sua acdo a nivel
sistémico e também a nivel local, possuindo suas peculiaridades, a depender do tecido
estudado (Banegas et al., 2006). Possui alguma ligacdo com o sistema calicreina-
cininogénio-cinina, cujos peptideos também possuem efeito local e sistémico. A Enzima
conversora de angiotensina | (ECA |) faz parte do sistema renina-angiotensina. Ela
converte a angiotensina | (Ang |), um decapeptideo inativo, em angiotensina Il (Ang Il),

um octapeptideo, que é a forma predominantemente ativa da angiotensina (Mehta e



11

Griendling, 2007) e também é capaz de hidrolisar a bradicinina, sendo um elo de liga¢ao
entre os dois sistemas (Tom et al., 2002).

Ha dois tipos de receptores em que se liga a Ang Il: os receptores a angiotensina
tipo 1 (AT1) e os tipo 2 (AT), os quais produzem efeitos diferentes quando associados a
Ang Il. O receptor AT1 responde pelos efeitos classicamente conhecidos da Ang Il, além
de efeitos e interferéncias reconhecidos recentemente, como vasoconstric¢do, sede,
apetite pelo sddio, resposta aos reflexos dos barorreceptores, comportamento sexual,
crescimento celular, estresse, depressao, apreensao, ulceragdo gastrica, consumo de
alcool, diabetes, doenga de Parkinson e de Alzheimer. Ja os receptores AT;
desencadeiam efeito postos quando ligados a Ang Il, como vasodilatacdo, efeitos anti-
proliferativos e protecao cerebral.

Pensava-se até bem pouco temo atrds, que o sistema renina-angiotensina seria
um sistema linear (Varajic et al, 2008), com a ativacao do angiotensinogénio pelarenina,
que retira deste um fragmento de 10 aminoacidos chamado de angiotensina | (Ang I),
que por sua vez é transformado pela ECA em angiotensina Il (Ang Il), e exerce varios
efeitos sistémicos, que resultam basicamente em aumento da pressdo arterial e da
retencdao de sdédio nos rins, pela liberacdao de aldosterona. No entanto, nas ultimas
décadas, tem se constatado que existem outros peptideos além de Ang | e Ang Il, que
exercem fun¢des importantes no controle da pressao sanguinea, e podem servir de
novos alvos para novas terapias. A angiotensina (1-7), angiotensina (1-12), angiotensina
lll, angiotensina IV, angiotensina (2-10), angiotensina (1-9) sdo parte desses peptideos
gue tem sido descobertos, e associadas a eles importantes fungdes no sistema renina
angiotensina que, ja sabe-se hoje, ndo ser linear como se pensava (Banegas et al, 2006).
Além disso, novos receptores, como o receptor AT4 (Chai et al, 2004), e uma nova enzima
conversora de angiotensina, a ECA Il (Rice et al, 2004), também foram descobertos.
Todos com importantes novas funcdes no sistema renina-angiotensina, sendo o
desequilibrio em suas proporcdes uma provavel causa de muitas doencas do sistema
cardiovascular. A Ang Il liga-se aos receptores AT1 e AT, A Ang Il (Ang 2-8) liga-se
também a esses receptores e produz os mesmos efeitos da Ang Il, porém com muito
menor intensidade no receptor ATi. Ja a Ang (1-7) se liga ao receptor Mas, produzindo
efeitos antiinflamatodrios, antifibroticos, facilitagdo do uso da glicose pelas células e

diminuicdo da resisténcia a insulina (efeitos anti-diabéticos) e facilita a potencializacdo
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hipocampal de longo prazo, o que explica seus beneficios para o aprendizado e para a
memodria (Jiang et al., 2012). A Ang IV (Ang (3-8)) e a Ang (3-7) ligam-se ao receptor ATa,
exercendo efeitos relacionados com o fluxo sanguineo, protecao cerebral, apreensao,
memoaria e as doengas de Parkinson e Alzheimer.

Também tem sido encontradas evidéncias de que o SRA também esta envolvido
com a fisiopatogénese de neoplasias, pois em recentes estudos, verificou-se que muitos
tipos de cancer estdo relacionados com desequilibrios nos SRA e em nem todos os
tecidos foi verificada a presenca de um SRA local, mas em todos os tipos de neoplasia
em que o desequilibrio do SRA mostrou exercer influéncia, havia nos tecidos em questao
um sistema desse tipo, sendo as alteragdes nao restritas apenas as células neoplasicas,
mas também no tecido conjuntivo que as cerca (estroma) (George, Thomas e Hannan;
2010). Entre as capacidades celulares associadas com a transformacao maligna, que sdo
pelo menos 6: angiogénese sustentada, evasdo da apoptose, autossuficiéncia em sinais
de crescimento, intensidade de sinais anti-crescimento, invasdo de tecidos e potencial
replicativo ilimitado (Hanahan e Weinberg, 2000).

A angiotensina Il também ¢é reconhecida como um componente chave nas
patologias cerebrovasculares, e por promover a inflamacgao e o estresse oxidativo, esta
relacionada com a senescéncia celular. Por promover lesdes em dérgdos diversos, a
ativacdo sustentada do SRA também tem é um fator de risco para o desenvolvimento
precoce de doengas relacionadas com o envelhecimento, com os efeitos da Ang (1-7)
sendo considerados como opositores dos efeitos da Ang |l nesse aumento da propensao
a essas doencas, comprovados pela verificagao de beneficios produzidos pela expressao
aumentada de ECA 2, responsavel pela formacdo de Ang (1-7), e da expressdo do
receptor de Ang (1-7), o receptor Mas. Feitas essas constatacdes, imaginou-se que 0s
efeitos antagonistas aos da Ang Il poderiam ter um efeito no declinio cognitivo, e essa
suposicao tem se mostrado verdadeira, tendo a regulagdo para cima da ECA 2 e aumento
da razdo Ang (1-7)/Ang Il, acompanhada de modulacdo positiva da sinalizacdo de Ang Il
pelo receptor AT, e sinalizacdo de Ang (1-7) pelo receptor Mas tem se mostrado boas
estratégias para melhorar as funcdes cognitivas e prevenir a deméncia, assim como,
maneira semelhante, tem-se encontrado evidéncias de que a Ang IV possa ser util para

tratar tanto a Doenga de Parkinson quanto a de Alzheimer (Wright et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanahan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10647931
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinberg%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10647931
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Sendo assim, este trabalho buscou avaliar tanto a capacidade de processar
angiotensinas da pegonha quanto a do muco tegumentar, obtendo resultados
diferentes, o que evidencia a diferenca entre as duas preparacgdes, e isolar a atividade
conversora de angiotensina identificada. Os estudos referentes a muco de peixes
concentram-se em sua quase totalidade nas propriedades antimicrobianas de tais
secrecdes bioldgicas, nunca tendo sido avaliada e atividade conversora de angiotensina

nesse tipo de fluido bioldgico.
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1. Revisao de literatura

1.1. O Scorpaena plumieri

O Sorpaena plumieri (Bloch, 1789), classe Actinopterygii, ordem Scorpaeniformes,
familia Scorpaenidae (é um peixe encontrado mais comumente em recifes de corais
rasos e areas rochosas. Permanece imével no fundo (Lieske e Myers, 1994). Alimenta-se
de outros peixes e crustdceos. Moderadamente comum entre 5 e 55 metros de
profundidade. Mostra manchas brancas brilhantes caracteristicas sua regido axilar
peitoral quando perturbado (Monteiro-Neto et al., 2003). Apresenta Sulcos
anterolaterais com glandulas de peconha. Habita a regido pontilhada em vermelho e
amarelo no mapa (fig 1). A ordem Scorpaeniformes, que compreende 0s peixes-
escorpido, inclui 25 familias, 266 géneros e 1271 espécies presentes em ambientes
marinhos e de dgua doce, largamente distribuidos em dguas tropicais, incluindo 56
géneros e 388 espécies (Nelson, 1994), mas podem ser observados em mares
temperados e articos (Halstead, 1995). Representantes da familia Scorpaenidae sdo os
peixes mais perigosos do mundo (Kizer et al., 1985; Williamson et al., 1996). Sado
classificados em 3 géneros, de acordo com seu aparato peconhento: peixes-ledo, peixes-

peru e peixes-zebra (Pterois), peixes escorpido (Scorpaena) e peixes-pedra (Synanceja).

Figura 1: O Scorpaena plumieri.

Fonte: Autor
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O aparato pe¢onhento é constituido por glandulas de pegonha alongadas em
sulcos na porc¢ado anterior dos espiculos das nadadeiras dorsais, pélvicas e anais, sem um
ducto excretdrio (peixes-ledo e peixes-escorpiao) ou glandulas longitudinais pareadas
altamente desenvolvidas que possuem extensdes semelhantes a ductos (peixes-pedra).
Os espinhos podem ser eretos, e a peconha injetada na ferida através desses que

penetram a pele da vitima.

Figura 2: Aspectos morfolégicos do Scorpaena plumieri

Fonte: Autor

Notas: a) S. plumieri; b) espiculos da nadadeira dorsal de S. plumieri; c) Manchas brancas brilhantes na
regido axilar das nadadeiras peitorais de S. plumieri. Foto: autor

A bainha dos espinhos é rompida e puxada para baixo e as glandulas comprimidas,
liberando a peconha (Halstead, 1951; Roche e Halstead, 1972). Todos os peixes da
familia Scorpaenidae tém 11-17 espinhos na nanadeira dorsal (no género Scorpaena sao
12-13), dois espinhos na nadadeira pélvica e trés espinhos na nadadeira anal (Moyle e

Cech, 1996). Os espinhos dorsais das nadadeiras dos peixes-ledo sdo longos e delgados
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e apresentam pequenas glandulas de pegonha. Os espinhos dos peixes-escorpido sao
curtos e fortes, e as glandulas mais desenvolvidas que nos peixes-ledo. Os espinhos nos
peixes-pedra sdo grossos e curtos, com glandulas muito bem desenvolvidas (Halstead,
1995). No oceano atlantico ndao ha peixes-ledo ou peixes-pedra restringindo-se estes ao

oceano pacifico e indico.

Figura 3: Mapa de distribuicio gerado por computador para o Scorpaena plumieri

Y; 2 <
h can be interpreted as probabilities of occurrence.

Note: Distribution range colors indicate degree ofitability of habitat whic

Explore native range map Download native range More species data: Session no. 89
Explore suitable habitat map data e i -Close window-
Explore point map About AquaMaps let Of :Zlgl ries - .
Comments & ISLO! areas Please use -Close window- link just
. Corrections List of ecosystems above to exit instead of the
Show mapping parameters browser's X button.

LA Proper map citation

Rate this map

Fonte: Intergovernment Panel of Climate Changes (IPPC). Disponivel em:

< https://www.aquamaps.org/receive.php?type_of map=regular> Acesso em 10/02/2017.

Em relagao a epidemiologia, ha poucos relatos de acidentes com S. plumieri registrados.
Estudos epidemioldgicos de acidentes com peixes da familia Scorpaenidae foram
realizados mais intensamente a respeito dos peixes-ledo (Saunders and Taylor, 1959;
Wasserman and Johnston, 1979; Trestail and Al Mahasneh, 1989; Patel and Wells, 1993;
Garyfallou and Madden, 1996; Aldred et al., 1996) e peixes-pedra (Green, 1966; Gwee
et al., 1994; Chan et al., 1996; Williamson et al., 1996; Burnett, 1998). Acidentes com

peixes peconhentos sdo bem comuns nas regides litoréneas brasileiras, principalmente
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envolvendo pescadores. O peixe estuarino Thalassophryne nattereri (niquim) é um
organismo que esta frequentemente envolvido em acidentes com pescadores no litoral
alagoano, que podem levar a deformidades em extremidades e até mesmo algum nivel

de perda funcional (das Neves et al., 2018).

1.2. O empegonhamento por S. plumieri

De acordo com os relatos clinicos de acidentes com peixes da familia
Scorpaenidae, as principais manifestacdes incluem dor intensa, (100%), edema (58%),
eritema e equimoses (11%). Em alguns casos (11%) ha manifestagbes sistémicas, que
incluem ansiedade (18%) nduseas e vomitos (13%), hipotensao (2%) e sincope (3%). As
lesdes costumam ser classificadas em grau | quando apresentam eritema e edema, grau
Il quando apresentam grau | + formacao de vesiculas e bolhas e grau Ill quando ha
necrose do local (Kizer et al., 1985).

Quanto a acidentes com o S. plumieri especificamente, as manifestagdes clinicas
observadas incluem também edema eritema, com necrose e infeccdo bacteriana
secundaria em alguns casos. Entre as manifestacbes sistémicas, temos nausesas,
vomitos, sudorese intensa, diarreia, taquicardia e arritmia, agitacdo e mal estar. A tabela

1 resume esses sinais e sintomas e sua frequéncia nos casos avaliados.



Tabela 1: Principais sinais e sintomas do empe¢onhamento por Scorpaenidae.
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Empegonhamento | Empegonhamento | Scorpaena Total
por S. plumieri por S. brasiliensis | nao (n=23)
identificado

Dor intensa 14 (60,9%) 08 (34,8%) 01 (4,3%) 23 (100%)
Irradiacdo da dor 04 (17,4%) 02 (8,7%) - 06 (26,1%)
Adenopatia 02 (8,7%) - - 2 (8,7%)
Eritema 14 (60,9%) 08 (34,8%) 01 (4,3%) 23 (100%)
Edema 14 (60,9%) 08 (34,8%) 01 (4,3%) 23 (100%)
Nausea 10 (43,5%) 09 (39,1%) 01 (4,3%) 20 (86,9%)
Vomitos 10 (43,5%) 09 (39,1%) - 19 (82,6%)
Febre (ndo estimada) | 11(69,6%) 09 (39,1%) 01 (4,3%) 21 (91,3%)
Agitacado 14 (60,9%) 08 (34,8%) 01 (4,3%) 23 (100%)
Mal-estar 14 (60,9%) 08 (34,8%) 01 (4,3%) 23 (100%)
Sudorese aumentada | 12 (52,2%) 05 (21,7%) - 17 (73,9%)
Diarreia 03 (13,1%) 01 (4,3%) - 4 (17,4%)
Taquicardia/arritmias | 06 (17,4%) 04 (17,4%) 01 (4,3%) 11 (69,6%)

Fonte: Injuries caused by scorpionfishes (Scorpaena plumieri Bloch, 1789 and Scorpaena brasiliensis
Cuvier, 1829) in the Southwestern Atlantic Ocean (Brazilian coast): epidemiologic, clinic and therapeutic
aspects of 23 stings in humans. Toxicon 42 (2003) 79-83

Sdo conhecidas diversas atividades bioldgicas da peconha do S. plumieri. Sabe-se
gue a peconha é capaz de exercer atividade hemolitica, cardiovascular, inibitéria da
ligagdo de integrinas e proteoliticas. Todas essas atividades foram observadas em
animais experimentais. A injecao intravenosa de SpV produz, em camundongos, perda
da coordenacdo muscular, paralisia, perda de controle do esfincter uretral, convulsdes
e faléncia respiratdria (Carrijo et al., 2005). A peconha mostra atividade hemolitica dose-
dependente em eritrdcitos de coelhos e como a peconha carece da atividade fosfolipase
A2, a hemdlise pode ser explicada pela formacdo de poros (Gomes et al., 2013). Ainjecao
da peconha na pata de camundongos induziu edema que é tempo e dose-dependente
(Gomes et al., 2011). A peconha também causa uma resposta inflamatéria cldssica, com
infiltrado de células inflamatdrias e acumulo de fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina 6 (IL-6) e fator quimioatrativo de mondcitos (MCP-1) (Menezes et al., 2012).
O edema induzido pela injecdo de peconha na pata do camundongo foi
significantemente reduzido pela administracdo prévia do inibidor de serina-proteases
aprotinina, e também do antagonista dos receptores B2 de bradicinina, enquanto que o
tratamento com o inibidor ndo-seletivo da ciclooxiganase (COX) diclofenaco e com o
antagonista de receptores Hi de histamina prometazina apresentou menos efeito,

sugerindo um imprstante papel do sistema calicreina-cinina do empegonhamento
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(menezes et al., 2012). Além da resposta local, uma resposta sistémica é ativada pela
injecdo da SpV n apata do camundongo, ou em sua cavidade peritoneal, levando a
disfuncdo da barreira endotelial, hiperpermeabilidade vascular e resposta inflamatdria
sustentada, culminando em edema alveolar e inflamagao neutrofilica. A resposta
inflamatdria pode estar relacionada a atividade de proteases, hialuronidases e fatores
inibidores de integrinas, que podem afetar a matriz extracelular.

A SpV foi capaz de hidrolisar a caseina e a gelatina. Essas atividades também foram
verificadas nas pegonhas de Potamotrygon falkneri e Thalassophyne maculosa (Sosa-
Rosales, 2005; Haddad Jr. Et al., 2004).

Em relacdo a pressao arterial é observado um aumento da pressao arterial média,
mas uma resposta bifasica na pressao arterial média (PAM) na injecdo de maiores
quantidades (338 pg/kg) da peconha do S. plumieri em camundongos. Um aumento
inicial da pressdo arterial média, seguido por uma queda e morte. A fase de elevada
pressdo tem sido associada a adrenorreceptores enquanto que a fase hipotensiva
parece envolver receptores muscarinicos e/ou sintese de oxido nitrico (Church e
Hodgson, 2002; Carlson et al., 1971).

Em coragdes isolados de ratos, SpV produz efeitos cronotrépico, ionotrépico e
lusitrépico ventriculares positivos dose-dependentes e passageiros, que sdo atenuadas
por um antagonista adrenérgico B ndo-seletivo (Gomes et al., 2010). Também produz
um aumento dose-dependente na perfusao do leito coronario, e um efeito bifasico em
anéis de aorta de ratos intactos e pre-contraidos, sendo uma fase inicial de relaxamento

seguida por uma contracdo sustentada (Gomes et al., 2010; Andrich et al., 2010).

1.3. Proteinas bioativas isoladas de SpV

Protease gelatinolitica de Scorpaena plumieri (Sp-GP)

Considerada a primeira proteina ativa isolada de um peixe-escorpido (Carrijo et

al., 2005). Embora muitas peconhas de peixes possuam atividade proteolitica, as Unicas

outras proteases desta origem ja isoladas consistem em um grupo de 5 toxinas

chamadas natterinas, isoladas da pegonha do peixe-sapo Thalassophryne nattereri.
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Essas proteases clivam o cininogénio humano e e degradam o colageno tipo | e tipo Il in

vitro.

Lectinas

Tém a habilidade de induzir a hemaglutinagao e desfazer intera¢des de células da
matriz extracelular, pois sdo moléculas ligadoras de carboidratos. Plumieribetina, uma
lectina homologa a lectina ligdora de manose tipo B e um grupo de 5 isolectinas (Sp-CL
1-5), homdlogas a lectinas do tipo C, foram purificadas da peconha do S. plumieri
(Evangelista et al., 2009; Andrich et al., 2015). Plumieribetina foi purificada tanto da SpV

guanto do muco epidérmico como uma banda de 14 kDa no SDS-PAGE.

Toxina citolitica do S. plumieri

Considerdveis evidéncias sugerem que os efeitos cardiovasculares, citoliticos e
inflamatdrios das pegonhas de peixes da familia Scorpaenidae devem-se a uma citolisina
denominada Sp-CTx, uma glicoproteina com duas subunidades de aproximadamente 65
kDa. E uma proteina labil e de acordo com a base de dados NCBInr, possui 29 residuos
tripticos com identidade a outras citolisinas oligoméricas (SNTX, neoVTX, Pvtoxina e/ou
Patoxina) encontradas em peixes da familia Scorpaenidae e Synanceiidae (Gomes et al.,

2013).

1.4. O sistema renina-angiotensina

1.4.1. Vias bioquimicas

O sistema renina-angiotensina (SRA) é considerado atualmente como o principal
mecanismo de controle sistémico da pressao arterial e do equilibrio hidroeletrolitico
humano. Estd diretamente relacionado a producdo de aldosterona, um hormonio
produzido pelo cértex da glandula supra-renal que estd envolvido na excrecao de sédio

e potassio pelos rins. A renina é a primeira enzima envolvida no SRA. A producdo de
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angiotensina Il (Ang Il) encontra-se diretamente em fung¢dao da quantidade de renina

disponivel. O controle da liberagdo de renina se da por 3 vias:

e Via damacula densa;
e Via barorreceptora intrarrenal;

e Via do receptor Bi-adrenérgico.

Via da mdcula densa

A macula densa é uma regido de células especiais adaptadas, localizadas numa

porcdo do tubulo contorcido distal adjacente as arteriolas aferente e eferente do

glomérulo (fig. 5). Quando a macula densa detecta alteracGes na absor¢do de sddio e

cloreto, um sinal é enviado para as células justaglomerulares, desencadeando a

liberacdo de renina por estas. Aumentos no fluxo de NaCl através da macula densa

inibem a liberagdo de renina, enquanto que a redugdo a estimula. ATP, adenosina e as

prostaglandinas modulam a via da macula densa.

Figura 4: Glomérulo e estruturas justaglomerulares.

céluas mesangiais
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Fonte: Phillip Darwin Bell. Macula densa cell signaling involves ATP release through a maxi anion channel.

PNAS. April 1, 2003 vol. 100 no. 7. 4322-4327. Acessado em 9/1/2014 no endereco eletrénico:

http://www.pnas.org/content/100/7/4322/F1.expansion.html
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Adenosina é liberada quando o transporte de sdédio aumenta no tubulo contorcido
distal, e estimula a liberagdo de renina. As prostaglandinas sdo produzidas quando o
transporte de sédio diminui, o que desencadeia a liberacdo de renina ao potencializar a
formagao de AMP ciclico (AMP.) (Virdis, 1999). Hd também evidéncias de que a
ciclooxigenase 2 (COX-2) e a 6xido nitrico sintase neuronial (nNOS) estejam envolvidas
na regulacdo da liberagao de renina com a inibigdo seletiva dessas enzimas inibindo a
liberagdo de renina (Harris, 1994). O transporte de NaCl na macula densa é mediado
pelo simportador Na*-K*-2Cl', que permanece quase todo o tempo saturado em relagao
ao Na*, mas ndo ao ClI', o que confere a concentracdo de cloreto uma capacidade muito

maior de influenciar a liberagdo de renina que a de ion sédio.

Via barorreceptora intrarrenal

O aumento da pressdo sanguinea ou da perfusdo renal nos vasos pré-
glomerulares inibem a liberagdo de renina, enquanto que a diminuicdao da pressao
sanguinea ou da perfusdo renal a estimula. Acredita-se que o estimulo imediato para a

secre¢ao seja uma reducgao da pressao na parede da arteriola aferente.

Via do receptor 8:-adrenérgico

E determinada pela liberagdo de norepinefrina a partir dos nervos simpaticos
pods-ganglionares.

A renina, por sua vez, cliva o angiotensinogénio, uma glicoproteina globular
abundante, de massa molecular de 55 a 60 kDa, que é sintetizado na forma de pré-
angiotensinogénio, que possui um peptideo de sinalizacdo de 24 ou 33 aminoacidos.
Possui 452 aminodcidos, dos quais os 10 ultimos sdo clivados pela renina para liberar o
decapeptideo angiotensina | (Ang I). A sintese de angiotensinogénio é estimulada pela
inflamacao, insulina, estrogénios, glicocorticoides, hormonio tiredideo e Ang Il.

A Ang | é convertida em angiotensina Il (Ang IlI) pela enzima conversora de
angiotensina (ECA). A Ang Il liga-se a dois receptores ligados a proteina G (GPCR),

chamados de AT: e AT, (Lamarié e Schiffrin, 2009). Os efeitos classicos da Ang Il sdo
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desencadeados quando o peptideos ligam-se ao receptor ATy, possuindo varios efeitos
fisiolégicos, tais como a vasoconstric¢do direta das arteriolas pré-capilares e em menor
grau nas vénulas pds-capilares; aumento da neurotransmissao noradrenérgica periférica
(Zimerman et al., 1987), ao inibir a receptacdao de norepinefrina nas terminagdes
nervosas simpaticas, e provoca liberacdo de catecolaminas na medula supra-renal,
causando assim um aumento da resisténcia periférica total no sistema circulatério
(Peach et al., 1966).. Também tem seus efeitos na funcdo renal, onde diminui a excrecao
didria de Na* e de agua, e aumenta a de K*. Em pequenas concentragdes, estimula a
troca de Na*/H* no tubulo proximal, o que aumenta a reabsor¢do de Na*, Cl e
bicarbonato (Liu e Cogan, 1987), e em altas concentra¢des pode inibir o transporte de
Na* nesse mesmo local. Aumenta a expressdo do simportador de Na*/glicose nesse local
(Bautista et al., 2004), e estimula diretamente o simportador de Na*/K*/2Cl- no ramo
ascendente espesso da alca de Henle (Kovacs et al., 2002). Estimula a sintese e a
liberacdo de aldosterona pelo cortex renal, e diminui o fluxo sanguineo renal pela
constricdo direta do musculo liso vascular renal.

Existem algumas vias alternativas para a sintese de Ang Il, enzimas presentes em
alguns tecidos convertem o angiotensinogénio em Ang | (proteases ndo-renina) ou
diretamente em Ang Il, como a catepsina G (Rikl et al., 2006) e a tonina (Garcia et al.,
1981). Existem também enzimas de processamento de Ang | em Ang |l diferentes da
ACE, como a catepsina G, enzima de geracdo de Ang |l sensivel a quimostatina (elastase-
2) e a quimase cardiaca (Paula et al., 1998; Urata et al., 1990). Possivelmente, a quimase,
gue acredita-se ser derivada dos mastdcitos, contribui para a conversao tecidual local
de Ang | para Ang Il, principalmente no coracao (Wei et al, 1999, Wolny et al, 1997).

Ang ll, o peptideo mais ativo da angiotensina, sofre degradacao adicional, e outros
peptideos sdo formados (fig. 5). O sistema renina-angiotensina tem se mostrado
extremamente complexo, e uma série de inibidores de varios pontos desse sistema tem
sido desenvolvidos e usados como anti-hipertensivos, com vantagens e desvantagens
proprias (Hilgers e Mann, 2002). Durante muito tempo, pensou-se que o sistema renina-
angiotensina (SRA) resumia-se a um sistema em que o peptideo Ang Il era o efetor de
todos os efeitos, e que as enzimas renina e ACE eram as Unicas responsaveis pela
formacdo de Ang | e Ang Il. No entanto, durante as duas ultimas décadas, percebeu-se

gue o sistema é bem mais complexo, tendo suas peculiaridades em tecidos como o
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coragdao e os rins (Varajic et al., 2008). A angiotensina(1-7), por exemplo, é um
heptapeptideo, resultante tanto de Ang | e Ang Il, que contrabalancga os efeitos de Ang
Il (Ferrario, 1997). Na fig. 5, podemos ver as vias de formacdo ndo sé da Ang(1-7), mas
também de outras angiotensinas cujos papéis vem sendo elucidados no sistema renina-

angiotensina.

Figura 5: Principais vias bioquimicas do sistema renina-angiotensina.

Angiotensinogénio
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Fonte: Autor

Notas: As setas mais escuras indicam a via classica, e as demais as vias alternativas. ECA: enzima
conversora de angiotensina; Ang: angiotensina; AP: aminopeptidase; E: endopeptidases; IRAP:
aminopeptidases reguladas pela insulina; PCP: prolilcarboxipeptidase; PRR: receptor (pré-)renina.
Receptores envolvidos: AT1, ATz, Mas, ATs e PRR.

Pré-peptideo de 43 a.a.
Pro-renina

Virias endopeptidases especificas de tecidos, como a neprilisina (NEP), thimet
oligopeptidase (TOP) e prolil oligopeptidase (POP), podem catalisar a hidrélise do
decapeptideo Ang | (Asp-Arg?-Val3-Tyr*-lle>-His®-Pro’-Phe®-His’-Leu®) na ligacdo Pro’-
Phe? para liberar os trés aminoacidos aminoterminais e Ang(1-7) (Varagic et al, 2007). A
neprilisina degrada o peptidio natriurético atrial, que é um vasodilatador, tentou-se criar
um anti-hipertensivo inibindo-se a neprilisina, mas essa estratégia nao foi efetiva (Favrat
et al, 1995), talvez pelo fato de a neprilisina ter uma elevada especificidade para a

formacdo de Ang(1-7), que também possui efeitos vasodilatadores, opostos aos da Ang
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[I. NEP também degrada Ang(1-7) até Ang(1-4) (Turner, 2003), e seu papel no SRA ainda
deve ser elucidado de maneira mais eficiente.

Foi constatado que uma enzima homodloga da ACE, a ACE2, é capaz de fazer a
conversao direta da Ang Il em Ang(1-7) (figura 5). Como é uma carboxipeptidase, a ECA2
é também capaz de converter Ang | em Ang-(1-9), que pode ser posteriormente
metabolizada a Ang-(1-7) pela ACE (Rice et al., 2004). Foi constatado em camundongos
nocaute para a ECA2 o desenvolvimento de severa disfuncdo cardiaca, o que pode ser
explicado pelo fato de a ECA2 ter especificidade mais alta pela Ang Il, demostrando com
isso a importancia do balanco entre Ang Il e Ang-(1-7) para a funcao cardiaca, uma vez
que a Ang Il exerce um efeito modelador sobre o miocardio (Crackower et al, 2002).

Além de clivar a bradicinina e acetil-Ser-Asp-Lys-Pro, a ECA também degrada Ang-
(1-7) (Asp'-Arg?-Val*-Tyr*-lle>-His®-Pro?), agindo na ligacdo lle>-His® para formar o
metabdlito inativo Ang-(1-5) (Allred et al, 2000). A hidrdlise da ligacdo Tyr*-lle> na Ang-
(1-7) pela neprilisina parece ser a via metabdlica principal para a Ang-(1-7) no rim
(Chapell et al, 2001).

Outros peptideos, como a angiotensina Il (Ang lll) parecem exercer também
fungdes importantes no sistema renina-angiotensina. A Ang Ill é um vasoconstrictor
menos potente que Ang |l e também estimula a liberacdo de aldosterona (Li et al, 1997).

A Ang | é convertida em outros peptideos, que ndao a Ang Il, por vias alternativas
de clivagem da mesma. Pelo fato de as pesquisas que investigaram as enzimas capazes
de degradar a Ang | terem usado quase que completamente métodos baseados em
anticorpos para detectar Ang Il, tem-se muito pouco conhecimento acerca de outros
metabdlitos que podem ser formados a partir de Ang | (Velez et al, 2009).

A neprilisina e a aminopeptidase-A tém acdo sobre a Ang | e foi recentemente
demonstrado que poddcitos de camundongo em cultura metabolizam a Ang |
principalmente a Ang(1-7) e Ang(2-10) através dessas duas enzimas (Velez et al, 2007).

A Ang IV parece exercer uma func¢do pardcrina, regulando o fluxo sanguineo local
no cértex renal de ratos (Coleman et al, 1997), e a Ang(2-10) parece ter efeitos opostos
ao da Ang Il (Min et al, 2000).

Ha uma classificacdo que separa as enzimas capazes de clivar Ang | até Ang |l em
trés categorias (Urata et al., 1990), baseadas no critério de sensibilidade a inibidores

enzimaticos. A primeira delas, e a mais importante sistemicamente, é a classe das
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metalo-dipeptidil carboxipeptidases, da qual a ECA faz parte. A segunda classe é a das
serino-proteases sensiveis a aprotinina, como a calicreina (Maruta e Arakawa, 1983) e a
terceira sdo as serino-proteases sensiveis a quimostatina, como a enzima geradora de
Ang Il quimostatina-sensivel encontrada na artéria mesentérica de caes (Okunishi et al.,
1987), a quimase humana (Urata, Healy et al., 1990; Urata, Kinoshita et al., 1990) e a
enzima elastase-2 de ratos (Paula et al., 1998; Santos et al., 2002). A elestase 2 também
é capaz de formar Ang Il diretamente a partir de angiotensinogénio (Boucher et al.,
1977; Paula et al., 1998; Santos et al., 2004)

Tanto aminopeptidases quanto carboxipeptidades estdo envolvidas no
metabolismo das angiotensinas, e estas agem de maneira diferente, a depender do
tecido em que se encontram. Aminopeptidases como aspartil-aminopeptidase (AspAP),
glutamil-aminopeptidase (GIuAP), alanil-aminopeptidase (AlaAP) agem no RAS renal de
camundongos, em conjunto com as atividades de diferentes receptores de angiotensina,
para regular os niveis de diferentes tipos de angiotensinas, como Ang Il, Ang(2-10), Ang
[l e Ang IV (Prieto et al, 2002). Na figura 6, estd mostrado como essas diferentes
angiotensinases processam essas angiotensinas.

Carboxipeptidases também atuam no processamento de angiotensinas,
igualmente com peculiaridades em diversos tecidos diferentes (Pereira et al., 2012). Na
figura 7, temos os cromatogramas que revelam o comportamento de carboxipeptidases

encontradas no leito arterial mesentérico de ratos frente a diversas angiotensinas.
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Figura 6: Processamento de Ang I, Ang Il, Ang (1-9) e Ang (1-12) por carboxipeptidases

encontradas no leito arterial mesentérico de ratos.
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process angiotensin peptides. Peptides, Volume 33, Issue 1, January 2012, Pages 67-76

1.4.2. Sistema renina-angiotensina e cdncer

Tem sido constatadas algumas associacdes com a inibicdo/ativacdo de alguns

componentes do SRA e neoplasias. Um dos exemplos é a transativacao de receptores

tirosina-quinase (RTKs) por receptores AT1. O receptor de fator de crescimento epitelial

(EGFR) é um desses receptores que pode ser ativado por mediadores liberados pela

ativacdo do AT1R, que é um receptor acoplado a proteina G. O ATR é capaz de aumentar

a concentracdo de diversos segundo-mensageiros, como fon calcio (Ca?*), proteina

quinase C (PKC) e proteina tirosina-quinase (PTK), que serdo responsaveis pela ativacao

do EGFR. Outros mecanismos mediados por metaloproteinases da matriz extracelular


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978111005122
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(MMPs) e membros da familia de desintegrinas a e metaloproteinases (ADAM) também
promovem a ativagdao desse recptor, que tem sido associado ao desenvolvimento de
neoplasias hepatocelulares (Itabashi et al., 2018). Em uma analise de larga escala,
envolvendo 31 estudos de expressao génica, verificou-se que AGTR1, o gene que
expressa o receptor ATy, tinha sua expressdao aumentada em 10-20% de casos de cancer
de mama em varios estudos independentes. A expressdo aumentada de AGTR1 era
restrita a tumores com receptores de estrégeno e nunca vinha acompanhada de
expressao aumentada de ERBB2, sugerindo que o controle transcricional de AGTR1 no
cancer de mama é responsivo a sinalizacdo de estrégeno e funcionalmente redundante
com a sinalizacdo de EGFR (Rhodes et al., 2009).

Também um SRA localizado interfere em vdérias formas de cancer gastrico e
correlaciona-se com a progressao do tumor e com suas metastases (Kinoshita et al.,
2009; Rocken et al., 2005, 2007). No cancer de ovdrio, a malignizacdao é acompanhada
por um aumento da expressao de AT1 e no cancer de prostata, também a expressao de
ECA estd aumentada quando comparada ao cancer ndo tratado e ao tecido prostatico
normal (Uemura et al., 2006). A expressdo de SRA locais ndo segue um padrdo
especifico, podendo ser variado a depender da progressao da doencga, estando a
expressao de AT: aumentada em lesGes hiperplasicas ductais e carcinoma in situ da
mama e diminuida no carcinoma ductal invasivo (De Paepe et al., 2001)

Observa-se como um padrdao uma desregulacdo dos SRA locais na malignidade,
gue se estende para o estroma, vasculatura e células de defesa (macréfagos) associadas
ao tecido, combinada com uma expressao aumentada de fatores de crescimento do
epitélio vascular (VEGF), que promove a angiogénese (Amaya et al., 2004; Doi et al.,
2010; Egami et al., 2003; Fujita et al., 2005; Imai et al., 2007). Uma das principais fontes
de desregulacdo sdo os polimorfismos da ECA em células germinativas. Os mais
estudados sdo os do tipo inser¢do/delegdo (I/D), que sdo responsaveis por mais de 50%
da variacdo dos niveis plasmaticos de ECA (Rigat et al., 1990; Tiret et al., 1992). Quanto
a mutagdes somaticas, verificou-se que no genoma de células de 3.131 tumores e
linhagens de células malignas, os genes responsaveis pela transcricdo da renina e da ECA
estao em areas significativamente amplificadas focalmente, sugerindo que esse nimero
elevado de copias no genoma pode contribuir para a expressao aumentada de renina e

ECA no cancer. Por outro lado, a regido que codifica os receptores AT1 ndo encontraram-
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se em regides focalmente amplificadas, o que é condizente com a suposi¢do de que o
numero de cépias no genoma nao é considerada a melhor explicagcdao da regido que
codifica AT1 no cancer (Rhodes et al., 2009). Outros mecanismos, como a desregulacdo
da sinalizagao a montante parece ter um papel predominante na ativacao do SRA na
transformacdo maligna. No cancer de pancreas, a superexpressdo de AT1 ndo estava
limitada as células ductais cancerosas, mas também encontradas em toda vasculatura,
fibroblastos e macréfagos associados ao tecido (Amaya et al., 2004; Ohta et al., 2003),
sugerindo que a desregulagao da sinalizagdo estd relacionada com com o microambiente
do cancer, ao invés de com as lesbes gendmicas em células pancredticas ductais
malignas (Fujimoto et al., 2001).

Todas evidéncias também sdo corroboradas pelo fato de, em estudos pré-clinicos,
blogueadores do receptor AT; (BRA) e inibidores da ECA (IECA) mostraram eficacia em
reduzir metastases, e a expressdo de AT: frequentemente estd relacionada com a
invasividade do tumor (Fujita et al., 2002; Miyajima et al., 2002).

A desregulacdo do SRA refletidas na inflamacdo e angiogénese agem
sinergisticamente para promover o crescimento de tumores (Ager et al., 2008; Dashayes

e Nahmias 2005; Smith e Missailidis 2004)

1.4.3. SRA, memdria e cognigdo

Vdrios estudos tem verificado a relagdo do SRA com as fung¢des cognitivas, assim
como também doencas relacionadas a elas. A Ang Il, a qual se acreditava ter um papel
de hormonio regulador da pressao arterial e da homeostase de fluidos na periferia, tem
sido reconhecido como um neuromodulador indutor da entrada de fluidos e sal e
aumento da pressdo arterial (Saavedra 2005; Saavedra et al., 2005). Os receptores AT
localizados no encéfalo mediam as classicas funcbes da Ang Il no cérebro, que sdo o
controle dos sistemas hormonal e simpaticos centrais (Saavedra 2005, Saavedra et al.,
2005). As localizacdes especificas de grande numero de receptores AT:1 em vias
sensoriais, todas as estruturas limbicas (Tsutsume et al., 1991) e microvasculatura do
endotélio cerebral indicam a possibilidade de varios papéis centrais adicionais para a

Ang I, incluindo a regulagdo da reagdo ao estresse, desenvolvimento cerebral, migragao
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neuronal, informacgdo sensorial e atividade motora, cogni¢dao, controle das respostas
emocionais e fluxo sanguineo cerebral.

Ang Il inibe a liberagao de acetilcolina em modelos experimentais ex vivo no cértex
temporal humano (Barnes et al., 1990) e na amigdala de roedores (von Bohlen e
Albrecht, 1998).

Acredita-se que inibidores da ECA, como o captopril, facilitam a fungdo cognitiva,
provavelmente diminuindo os niveis de Ang |l e removendo a influéncia inibitdria frente
a liberagao de acetilcolina (Wright e Harding, 2010; Ellul et al., 2007), resultando em
facilitacdo da consolidacdo da memdria e recuperacdo (Barnes et al.,, 1992). Estudos
mostram que a inibidores da Ang Il ajudam a preservar as fun¢des cognitivas em
pacientes com Alzheimer por um mecanismo que é independente do abaixamento da
pressdo sanguinea (Shah et al., 2009).

Em um modelo de camundongos com Doenc¢a de Alzheimer (AD) induzido por
injecdo intracerebroventricular de amiloide B (AB) 1-40, a administracao de perindopril,
um inibidor da ECA com penetragao no SNC, a atividade da ECA hipocampal foi
significativamente inibida e preveniu o prejuizo cognitivo que foi atribuido a supressao
da ativacdo e atenuacgdo pela micrdglia/astrocitos do estresse oxidativo causado pela
inducdo da sintase de éxido nitrico indutivel (iNOS) e regulacdo para baixo da superéxido
dismutase extracelular (Maul et al., 2008). Em contraste, nem enalapril nem imidapril
foram capazes de prevenir os prejuizos cognitivos e danos cerebrais neste modelo de
camundongos AD. A Ang IV, quando se liga a seus receptores especificos AT4, melhora a
memoria e o aprendizado (Wright e Harding, 2010).

Achados sugerem que muitos dos efeitos positivos sobre a memdria inicialmente
atribuidos a Ang Il sdo, na verdade, devidos a conversdao de Ang Il a Ang IV, e é esse
peptideo agindo como agonista nos receptores AT4 que é responsavel pela facilitacdo
cognitiva (Braszkko et al., 2006; Chai et al., 2004; Wright e Harding 1997). Essa hipdtese
é consistente com o achado de que bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRAs)
melhoram a cognicdo (Basso et al., 2005; Ellul et al., 2006; Hajjar et al., 2005;
Khachaturian et al., 2006; Mogi e Horiuchi, 2009). Ainda deve ser testado se o receptor
AT1 proporciona o excesso de Ang Il endégena em Ang IV, que entdo ativa o receptor

ATs. Esta hipdtese é corroborada pela observagao de que inibidores da ECA melhoram a
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cognicdo, uma vez que os niveis aumentados de Ang | resultantesdao convertidos a Ang

(1-9) e entdo a Ang lll, Ang IV e Ang (3-7), que agem como agonistas no receptor ATa.

A tabela 2 resume os potenciais papeis que o SRA apresenta em diversas

desordens clinicas.

Tabela 2: Sumdrio referente a principais papéis para o SRA em desordens clinicas.

Desordem clinica Estratégia de | Resposta
tratamento
Estresse Bloqueio dos | Preveniu a ligagdo do receptor ATi na
receptores AT:1 em | pituitdria anterior, adrenal e nlcleo
ratos pelo | paraventricular, também reduziu
candesartan elevacdes do ACTH pituitdrio e da
corticoesterona adrenal;
Ulceragao gastrica diminuida induzida por
estresse ao frio;
Preveniu ativacao simpatica periférica e
central ao estresse.
Doenca de | BRAs Melhoria da memoria
Alzheimer administrados a
ratos e pacientes
com Doenga de
Alzheimer
Facilitacao da | Agonistas dos | Potencia¢do de longo termo aumentada;
memboria receptores ATs em | Melhora da meméria espacial;
ratos; Melhora da cognicao;
BRAs Melhora da memoria.
administrados a
camundongos;
BRAs
administrados
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apacientes idosos e

com Alzheimer

Protecdo cerebral

Ang v
administrada a
ratos e gerbis;
Fator de
crescimento
hormonal agindo
em receptores c-

Met em gerbis.

Fluxo sanguineo cerebral facilitado e
protegido contra a isquemia;

Protecdo contra a perda de células
neuronais hipocampais durante isquemia

cerebral global

Depressao IECA administrados | Redugao dos sintomas depressivos;
para pacientes
portadores de
Alzheimer;
Catopril
administrado a
camundongos;
Losartana
administrada a
ratos;
Convulsbes por | IECA administrado | Redu¢do do consumo de alcool;

consumo de alcool

a ratos;
Ang Il administrada

a camundongos;

Elevado limiar a varias drogas indutoras de
convulsGes que podem ser bloqueadas

pelo losartan;

Ang IV | Forneceu um efeito anti-convulsivante
administrada a | para o fentilenotetrazol;
camundongos.
Doenca de | Tratamento com | Mostrou atividade motora melhorada;
Parkinson IECAS para | Protege neurbnios de dopamina;
pacientes com

Parkinson;
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BRAs
administrados a
modelos animais 6-
OHDA e MPTP.
BRAs
administradospara
modelos animais 6-

OHDA e MPTP

Diabetes BRAs Protecdo contra danos em érgaos;
administrados para | Retinopatia atenuada;

pacientes Lentificou a progressao da retinopatia
diabéticos;

IECAS ou BRAs para
pacientes

diabéticos do tipo I.

Fonte: Adaptado de Wright e Harding: The brain renin-angiotensin system: a diversity of functions and

implications for CNS diseases. Pflugers Arch. 2013 Jan;465(1):133-51.

1.4.4. A enzima conversora de angiotensina 1 (ECA)

A enzima conversora de angiotensina 1 (ECA) é uma cininase I,
dipeptilcarboxipeptidase, com massa molecular de aproximadamente 170 kDa, com a
ECA humana exibindo 1.277 residuos de aminoacidos e dois dominios homdlogos,
exibindo cada um um local catalitico e uma regido de ligacdo ao Zn?*. A ECA humana
possui um grande dominio extracelular aminoterminal, um curto dominio
carboxiterminal e uma regido hidrofébica de 17 aminodcidos que ancora a enzima a
membrana celular do epitélio lumial dos vasos sanguineos. E bastante inespecifica e
cliva unidades dipeptidicas de substratos com diferentes sequéncias de aminoacidos. A
prolina ndo deve ser o penultimo aminoacido, e dai a ECA ndo clivar a Ang Il.

A ECA, além da Ang |, também degrada a bradicinina, um potente vasodilatador
enddgeno, contribuindo ainda mais para o efeito de elevacdo da pressao arterial (Erdos

& Skidgel, 1977; Kaplan, 2014). Entre as formas de isoenzimas, temos as formas
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somatica e testicular da ECA. A forma somatica é uma enzima ligeiramente maior, com
massa molecular entre 150 e 180 kDa, e possui dois centros cataliticos, com diferencas
para especificidade de substratos e perfis de inibicdo e desnaturacdo (Jaspard et al.,
1993; Rousseau et al., 1995). A forma menor, a forma testicular, possui apenas um.
(Langford et al., 1993; Kondoh et al., 2005, Ryan et al., 1975). A forma somdtica promove
os efeitos classicos sobre o sistema renina-angiotensina, com suas particularidades nos
mais diversos sistemas; a forma testicular participa do processo de maturacdo de

espermatides e espermatdcitos (Kohn et al., 1998).

1.4.5. Enzimas conversoras de angiotensina em pegconhas animais

E interessante ressaltar que peconhas animais normalmente possuem inibidores
da enzima conversora de angiotensina, contribuindo para seus efeitos hipotensores, ao
contrario da amostra analisada aqui. Nosso grupo identificou pela primeira vez uma
enzima conversora de angiotensina em peconha de peixe (Tendrio et al., 2015) e aisolou
e caracterizou (Marques et.al., 2016).

O Brasil foi pioneiro no que diz respeito as relagdes de peconhas animais com o
sistema renina-angiotensina ou de vasopeptideos. Na década de 50, Mauricio Rocha e
Silva realizou pesquisas na Faculdade de Medicina da USP que culminaram na
descoberta da bradicinina, um vasopeptideo potente vasolilatador, em 1949. A partir
disso, o pesquisador Sérgio Ferreira chegou aos peptideos potenciadores da bradicinina
(BPPs) na década de 60 do século XX (Ferreira, 1965), que foram usados como modelo
para a sintese do Captopril, farmaco que foi largamente usado como anti-hipertensivo
e inaugurou uma nova classe desses farmacos, que viria a revolucionar o tratamento da
hipertensao arterial sistémica. Desde entdo, muitos estudos visaram a identificacao e
caracterizacdo de BPPs a partir de varias fontes naturais, mais recentemente tendo
crescido o interesse pela relacdo estrutura-atividade (Conceicdo et al., 2007). Os
componentes dessa peconha inibem a lise do vasodilatador endégeno bradicinina (BK)
enguanto também inibe a sintese do vasoconstrictor Ang Il, levando a uma reducao da
pressdo arterial sistémica. Conceicdo e colaboradores (Gomes et al., 2007) isolaram um

BPP, Phypo Xa (10 residuos de a.a., 1215 Da) a partir da pele de Phyllomedusa
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hypocondrialis (um sapo brasileiro) enquanto Verano-Braga et al. (Verano-Braga et al.,

2008) descobriu um grupo de BBPs na pegonha de Tityus serralatus (escorpido amarelo).
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2. Objetivos

2.1. Geral

Isolar e caracterizar as atividades processadoras de angiotensina do muco

epidérmico do S. plumieri.

2.2. Especificos

e Extrair o muco epidérmico e avaliar suas atividades proteoliticas frente a
angiotensina [;

e Isolar e caracterizar a enzima processadora de angiotensina | presente no
muco epidérmico de S. plumieri;

e Definir a seletividade frente a inibidores especificos da enzima conversora

de angiotensina do muco do S. plumieri por espectrometria de massas.
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3. Materiais e métodos

3.1 Extragdo da pegonha e do muco epidérmico

Este procedimento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal
da Universidade Federal de Alagoas (Protocolo N° 77/2015). Os espécimes foram
coletados no Pontal de Coruripe, na Cidade de Coruripe, no estado brasileiro de Alagoas.

A peconha foi extraida pelo método previamente descrito por Schaeffer et al.
(1971). Espécimes selvagens foram coletados de aguas rasas do litoral do municipio
alagoano de Coruripe. Os espiculos foram extraidos com um alicate de corte, congelados
com nitrogénio liquido e macerados. Foi acrescentado uma pequena quantidade (cerca
de 100 uL/g) de agua deionizada, e a essa mistura foi centrifugada a 10.000 g por 3
minutos. Chamou-se de extrato bruto da peconha. O muco epidérmico foi coletado com
uma espatula, passando-a delicadamente pelo corpo do peixe, antes de proceder a

extracdo da peconha.

3.2. Ensaio de Bradford para quantificagcdo de proteinas

Foi criada uma curva padrao de albumina do soro bovino (BSA) em duplicata, com
pontos de concentracdo de 5, 10, 20, 40 e 80 pg de proteina. A concentracdo de proteina

foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976).

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O método de Laemmli (1970) foi seguido, usando o sistema eletroforético Mini-
Protean 3 da Bio-Rad, com gel de separacdo a 12% e de concentracdo a 6% e voltagem
constante de 90 V para o muco epidérmico de S. plumieri. Os géis foram corados com

azul rilhante de coomassie G-250.
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3.4. Ensaios de atividade enzimdtica

Foi testada a atividade da pegonha frente a angiotensina | (Ang I), angiotensina Il
(Ang 1l) e bradicinina (BK). Estes substratos foram deixados a reagir por 4 horas, a 25°C,
em uma quantidade de substrato de 20 nmol (20 uL de solugdo a 1 mM) + 10 pL de
extrato bruto de pegonha e muco epidérmico, a uma concentragdo de proteinade 1,3 e
1,4 mg/mL, respectivamente. As reacdes com inibidores foram feitas com captopril (20
MM na reacgdo) e acido etileno-diamino tetraacético (EDTA) (1 mM na reagdo), num
volume reacional total de 170 plL. A reacdo foi parada pela adicdo de 40 plL de acido
trifluoroacético 5%.

Para o muco bruto, usou-se 10 microlitros em 100 microlitros de tampao tris-HCl
50 mM pH 8,0 e 10 microlitros de solu¢do contendo angiotensina | a concentracdo de 1
mM. As misturas reacionais foram deixadas a reagir por 1 hora, e entdao a reacdo era
interrompida com solucdo de acido trifluoroacético (TFA) 5%. foram cromatografadas
em cromatografia liquida de alto desempenho de fase reversa, usando um equipamento
Shimadzu SCL-6B acoplado a uma coluna C-18 (0,45 x 15), monitorado por absorbancia
em comprimento de onda de 215 nm, fluxo de 1 mL/min., com um gradiente que foi de
20% de solucdo B (acetonitrila 60% , TFA 0,1%) e 80% de solucdo A (acetonitrila 5%, TFA
0,1%) até 60% de solugdo B e 40% de solugdo A, em 24 min.

Para fracbes obtidas por cromatografia de desempenho rapido (FPLC), foram
usados 100 microlitros da prépria fracdao, 10 microlitros de Angl 1 mM e foram deixados
reagir por 1-2 horas, de maneira que a conversao de Ang | em Ang lIndo fosse total, e

em torno de 50%.

3.5, Purificagdo da enzima conversora de angiotensina

Foi usada cromatografia de desempenho rapido (FPLC), usando-se um
cromatégrafo AKTA pure® GE Healthcare. Foi usada uma coluna de gel filtracdo S100 de
1,6 m de comprimento e volume de 55 mL, onde foram aplicados 300 microlitros do
extrato bruto. A fase mével consistiu de tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Foi usada
também uma coluna trocadora de anions de alta resolugdo Mono Q, onde foram

aplicadas as fracoes de interesse provenientes da cromatografia de filtracdo em gel, em
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volumes que foram de 2 ou 5 mL. A fase mével usada com esta coluna foi uma mistura
de duas solugdes , sendo uma delas (solugdao A) Tris-HCI 50 nM pH 8,0 e a outra (solugdo
B) Tris-HCI 50 mM pH 8,0 + NaCl 0,5 M com um gradiente de 0 a 100% de solugdo B

através de 200 volumes de coluna, monitorados a espectrofotometria de UV a 280 nm.
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4. Resultados e discussao

4.1. Perfil de proteinas da peconha e muco epidérmico de S. plumieri em SDS-
PAGE

Na SDS-PAGE, as secrecdes de peconha e muco apresntaram um perfil rico em
proteinas, com bandas em comum entre as duas preparacdes e outras exclusivas de
cada uma delas. A quantidade de proteina injetada nas canaletas foi de 18 ug de

proteina para a peconha e 22 pg de proteina para o muco epidérmico (figura 8).

Figura 7: SDS-PAGE de pegonha e muco epidérmico de S. plumieri
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Fonte: autor

Notas: (a) peconha e (b) muco epidérmico de Scorpaena plumieri.

4.2. Purificagdo de proteinas e identificacGo das atividades vasopeptiddsicas

de peconha, muco epidérmico de S. plumieri e de suas fracbes cromatogrdficas

A capacidade de producgdo de cininas ja havia sido estudada, a partir da capacidade da
peconha em degradar um substrato sintético (Pro-Phe-Arg-pNA) especifico para a

calicreina plasmatica (Menezes et al., 2012). Porém, a capacidade de processar
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vasopeptideos ndo havia sido avaliada até entdo, quer seja na pegconha ou no muco
epidérmico. Frente a Ang |, podemos verificar atividade conversora de Ang | em Ang Il
(figuras 9 e 10). Esta atividade conversora ja foi verificada na peconha de outro peixe, o
Thalassophryne nattereri (Tendrio et al,. 2015). O produto principal formado é Ang I,
gue indica a presenca de uma enzima processadora de angiotensina |, que pode ser de
qualquer uma das 3 classes de enzimas capazes de converter Ang | em Ang Il . ou seja,
uma metalo-dipeptidil carboxipeptidases, da qual a ECA faz parte; uma serino-protease
sensivel a aprotinina, como a calicreina (Maruta e Arakawa, 1983) ou uma serino-
proteases sensiveis a quimostatina, como a enzima geradora de Ang Il quimostatina-
sensivel encontrada na artéria mesentérica de cdes (Okunishi et al., 1987), a quimase
humana (Urata, Healy et al., 1990; Urata, Kinoshita et al., 1990) e a enzima elastase-2
de ratos (Paula et al., 1998; Santos et al., 2002).

As atividades conversoras foram completamente inibidas por captopril e EDTA,
tanto no muco quanto na peconha de S. plumieri (figs 12 e 14). A peconha e o muco ndo
hidrolizaram os substratos cromogénicos para as serino-proteases e elastase Il, N-
succinil-AAPF-pNA e N-succinil-AAPL-pNA, respectivamente (ndo indicados), mostrando
gue ndo se encaixam nessa categoria de enzimas. Também se percebe a formacao de
Ang (1-7) tanto na peconha quanto no muco de S. plumieri (figs 9 e 10), ndo inibidas por
captopril e por EDTA (figs 11, 12, 13 e 14).

Considerando seu efeito sobre Ang Il, a peconha demonstrou a capacidade de
formar Ang (1-7) (fig 15), enquanto que o muco ndo apresentou atividade (fig 16). EDTA
(fig 18) e ndo captopril (fig 17) foi capaz de inibir a formacdo de Ang (1-7) a partir de Ang
Il pela peconha, uma atividade carboxipeptidase; um padrdo de formacdo de Ang (1-7)
similar ao da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), ou seja, uma
metalocarboxipeptidase sensivel a EDTA mas ndo sensivel a captopril (Donoghue et al.,
2000).

No entanto, tanto EDTA quanto captopril foram incapazes de inibir a formacdo de
Ang (1-7) tanto na pec¢onha (figs 11 e 13) quanto no muco epidérmico de S. plumieri (figs
12 e 14), indicando a existéncia de uma via que converte Ang | a Ang (1-7) diretamente
e outra que converte Ang Il em Ang (1-7), conduzidas por diferentes enzimas. Enzimas
como a ECA2 (Rice et al.,, 2004), catepsina A (CATA) (Jackman et al., 2002),
prolilcarboxipeptidase (PRCP) (Odya et al., 1978) e CPA-1 (Pereira et al., 2012) sdo
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capazes de produzir Ang (1-7) diretamente de Ang Il. A formag¢do de Ang (1-7) a partir
de Ang | poderia ser gerada pela agao direta de uma endopeptidase como a neprilisina
(NEP) (Campbell et al., 1998), a “Thimet” oligopeptidase (TOP) (Chappell et al, 1994) e e
proliloligopeptidase (Welches et al., 1991), mas essas sdao metaloendopeptidases, e a
atividade formadora de Ang (1-7) seria inibida pelo EDTA, o que ndo acontece.
Peconhas animais tem uma tendéncia de inibir a conversdao de angiotensina
(Ferreira et al., 1970; politi et al., 1985; Higuchi et al., 1999), mas as peconhas de t.
nattereri e S. plumieri mostraram o oposto: a presenga de enzimas conversoras de
angiotensina analogas a ECA. Enzimas como a Catepsina G (Rykl et al., 2006), a tonina
(Garcia et al., 1981) quimase (Urata et al., 1990) e elastese Il (Paula et al., 1998) também
sdo capazes de converter Ang | a Ang Il. No entanto, tanto a peconha quanto o muco
epidérmico de S. plumieri apresentarama conversdao de Ang | em Ang Il totalmente
cancelada por captopril e EDTA, indicando a presenc¢a de uma enzima conversora como
a ECA, uma dipeptidil carboxipeptidase dependente de metal (Rice et al.,, 2004). A
grande similaridade entre os padrdes de degradacdao de vasopeptideos Ang | e Ang Il
indica uma forte similaridade entre ambas as secrecoes. Devido a auséncia de um
aparato inoculador com ductos (Haddad et al., 2003), pensa-se que a pec¢onha
dissemina-se pelo muco epidérmico.
Figura 8: Conversdo de Ang | em Ang Il promovida pela peconha de Scorpaena plumieri.
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Figura 9: Conversao de Ang | em Ang Il promovida pelo muco epidérmico de Scorpaena
plumieri,
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Figura 10: Inibicdo provocada por captopril na conversao de Ang | para Ang Il na pegonha de
Scorpaena plumieri.
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Figura 11: Inibicao provocada por EDTA na conversao de Ang | para Ang Il na pegonha de

Scorpaena plumieri.
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Figura 12: Inibicdo provocada por captopril na conversio de Ang | para Ang Il no muco
epidérmico de Scorpaena plumieri.
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Figura 13: Inibicao provocada por EDTA na conversao de Ang | para Ang Il no muco epidérmico
de Scorpaena plumieri.
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Figura 14: Formagdo de Ang-(1-7) a partir de Ang Il promovida pela peconha de Scorpaena

plumieri.
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Figura 15: Auséncia de atividade do muco epidérmico de Scorpaena plumieri sobre a Ang Il.
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Figura 16: Incapacidade do captopril de inibir a reagdao formadora da Ang-(1-7) a partir de Ang

Il pela pegonha do S. plumieri.
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Figura 17: Inibicao por EDTA da formagao de Ang-(1-7) a partir de Ang Il pela pegonha do S.
plumieri.
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As fragdes foram testadas em reagdes enzimaticas com Ang |, que absorve no
comprimento de onda de 215 nm. Pudemos observar que a fragdo mais ativa para a
conversao de angiotensina | em angiotensina Il foi a fragao 14. A partir dai, a fragao 14
foi submetida a cromatografia trocadora de anions de alta resolugao, e tivemos um perfil
cromatografico como mostra a fig. 20. A fracdo 16 foi capaz de converter fortemente a

Ang | a Ang I, obtendo uma conversao total em 4 horas de reagao.

Fig 18: Primeira etapa para a purificacdo da ECA do muco epidérmico de Scorpaena plumieri
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Figura 19: Segunda etapa para a purificacdo da ECA do muco epidérmico de Scorpaena

plumieri
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Figura 20: Conversao de Ang | em Ang Il pela ECA do muco epidérmico do Scorpaena Plumieri.
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A atividade conversora foi completamente bloqueada pelo inibidor de enzima
conversora de angiotensina captopril (fig. 22) mas ndo pelo inibidor de serina-proteases

fluoreto de sulfonil fenil-metano (PMSF, phenylmethane sulfonyl fluoride) (fig. 24). No
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entanto, a reacdo de conversao foi inibida completamente por acido etileno-diamino
tetracético (EDTA), um sequestrador de metais (fig. 23). Os dados indicam que
realmente trata-se de uma enzima conversora de angiotensina, pois esta é uma
metaloprotease e ndo uma serina-protease. Na eletroforese em gel de poliacrilamida
em dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), pudemos verificar que a proteina foi isolada,
ao percebermos apenas uma banda no gel (fig. 25). De acordo com o padrao de massas
moleculares, podemos ver que trata-se de uma proteina de aproximadamente 70
kilodaltons.

Como a glandula de peconha ndo é bem definida, ndo possuindo um ducto que faz
comunica¢do com um canal inoculatério nos espiculos, sendo estes macigos, ao invés de
0Cos, como encontramos em outas espécies de peixes peconhentos, como o
Thalassophryne nattereri, seu conteldo frequentemente escorre pela sua superficie
corporal, principalmente quando o animal é capturado. Entdo, ha a possibilidade de se
tratar da mesma enzima. Entretanto, nosso grupo observou a propriedade, na peconha
de converter angiotensina Il em angiotensina 1-7 na peconha (Tendrio et al., 2016),
propriedade esta que ndo foi encontrada no muco epidérmico, abrindo a possibilidade

que agentes presentes na pegconha ndo sejam encontrados no muco epidérmico.

Figura 21: Bloqueio da atividade de conversdo de Ang | em Ang Il da da ECA do muco
epidérmico de Scorpaena plumieri pelo captopril.
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Figura 22: Inibicdo da conversao de Ang | em Ang |l pela ECA do muco epidérmico do Scorpaena
plumieri por EDTA.
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Figura 23: Inibicao da conversdo de Ang | para Ang Il pela ECA do Scorpaena plumieri.
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A SDS-PAGE revelou que na fragdo 16 proveniente da Mono Q, testada com os

inibidores, verifica-se a existéncia de uma Unica proteina (fig. 25)

Figura 24: SDS-PAGE das fragdes cromatograficas obtidas durante a purificagdo da ECA do
muco epidérmico do Scorpaena plumieri.

Fonte: Autor
Notas: a) extrato bruto do muco epidérmico do S. plumieri; b) fracdo 14 proveniente de filtracdo em gel
realizada com o extrato bruto; c) fracdo 16 proveniente da cromatografia trocadora de dnions de alta
resolucdo realizada com a fragao 14 proveniente da filtracdo em gel.

Estamos, no exato momento, aguardando o resultado da espectrometria de
massas, que revelard a sequéncia primdria da enzima conversora de angiotensina

encontrada no muco epidérmico do S. plumieri.
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5. Conclusao

Concluimos que tanto a peconha quanto o muco do S. plumieri possuem
atividades processadoras de angiotensinas e, mais especificamente, atividades
conversoras de angiotensina.

Tanto a pegonha quanto o muco epidérmico de S. plumieri sdao capazes de
processar os peptideos Ang | e Ang Il, que foi inibida por captopril e EDTA. O segundo
produto mais abundante derivado de Ang | em ambas as preparagdes foi Ang (1-7), mas
apenas a peconha foi capaz de gerar Ang (1-7) a partir de Ang Il, uma atividade
carboxipeptidase. O EDTA foi capaz de inibir esta atividade carboxipeptidase, mas ndo o
captopril, levando a conclusdo de que uma enzima semelhante a ECA2 esta presente na
peconha de S. plumieri.

A enzima conversora ja purificada exibiu o comportamento esperado, sendo a
conversao de Ang | a Ang Il gerada por ela completamente iniba por captopril e EDTA,

mas nao por PMSF, indicando a atividade tipo ECA.
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