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Enzima Conversora de Angiotensina no Liquido Pericardico: Estudo
Comparativo com a Atividade Sérica

Angiotensin-Converting Enzyme in Pericardial Fluid: Comparative Study with Serum Activity

Roseli Aparecida da Silva Gomes’, Livia das Cragas Vieito Lombardi Teodoro', Isabel Cristina Rezende Lopes’, Patricia
Alessandra Bersanetti?, Adriana Karaoglanovic Carmona?®, Valdemar Hial’
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, Uberaba, MG', Universidade Federal de Sao Paulo, Sao Paulo, SP? - Brasil

Resumo
Fundamento: A caracterizacao de uma enzima conversora de angiotensina (ECA) no liquido pericardico humano é relevante
diante do seu papel na liberacao de angiotensina Il e, portanto, do papel do pericardio na homeostase cardivascular.

Objetivo: Isolar e caracterizar uma ECA do liquido pericardico humano. Comparar as atividades conversoras de
angiotensina I do fluido pericardico e do soro de pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular.

Métodos: A enzima do liquido pericardico humano foi purificada por meio de etapas cromatograficas e caracterizada
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), hidrélise de angiotensina I, bradicinina, Hip-His-Leu e substratos
sintéticos com supressao interna de fluorescéncia. Lisinopril foi usado como inibidor. A atividade de ECA foi determinada
em amostras de sangue e liquido pericardico de 23 pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular.

Resultados: A ECA purificada (MM = 140 kDa) libera angiotensina Il, hidrolisa a bradicinina e o substrato Hip-His-
Leu. Os parametros cinéticos k_,(s-1) e k_/K (uM-1. s-1) foram respectivamente: Hip-His-Leu (1,14 e 7 x 10 -4),
Abz-YRK(Dnp)P-OH (2,60 e 0,77), Abz-LFK(Dnp)-OH (2,77 e 0,36) e Abz-SDK(Dnp)P-OH (1,92 e 0,19). As atividades
conversoras de angiotensina I (média = DP) do liquido pericardico e no soro foram, respectivamente, 3,16 + 0,90 mU
x mg —-1x min-1 e 0,33 = 0,11 mU x mg —1x min-1 . A diferenca foi significativa entre os dois fluidos.

Conclusao: Uma ECA com grande similaridade com a enzima somatica foi isolada do fluido pericardico humano. A
atividade conversora de angiotensina |1 € maior no liquido pericardico quando comparada com a atividade do soro.
Esses dados constituem importante evidéncia do papel do liquido pericardico no metabolismo de peptideos ativos. (Arq
Bras Cardiol 2008;91(3):172-178)
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Summary
Background: The characterization of an angiotensin-converting enzyme (ACE) in human pericardial fluid is relevant, considering its role in the
angiotensin Il release and thus, the role of the pericardium in cardiovascular homeostasis.

Objective: To isolate and characterize an ACE from human pericardial fluid and to compare the angiotensin | converting activities of the
pericardial fluid with that of the serum in patients submitted to cardiovascular surgery.

Methods: The enzyme from human pericardial fluid was purified through chromatographic steps and characterized by polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE), hydrolysis of angiotensin I, braclykinin, Hip-His-Leu and synthetic substrates with internal fluorescence suppression. Lisinopril was used as
inhibitor. The ACE activity was measured in blood and pericardial fluid samples of 23 patients submitted to cardiovascular surgery.

Results: The purified ACE (MM = 140 kDa), releases angiotensin II, hydrolyses bradykinin and the Hip-His-Leu substrate. The kinetic parameters
k_,(6-1) and k_/Km (uM-1. s-1) were, respectively: Hip-His-Leu (1.4 and 7 x 10 -4) ; Abz-YRK(Dnp)P-OH (2.60 and 0.77), Abz-LFK(Dnp)-OH (2.77
and 0.36) and Abz-SDK(Dnp)P-OH (1.92 and 0.19). The angiotensin | converting activities (mean = SD) in the pericardial fluid and in blood, were,
respectively: 3.16 = 0.90 mU x mg —1x min-1 and 0.33 = 0.17 mU x mg —1x min-1. The difference was significant between the two fluids.

Conclusion: An ACE that bears great similarity with the somatic enzyme was isolated from human pericardial fluid. The angiotensin | converting
activity is higher in the pericardial fluid when compared to the serum activity. These data are important evidence of the role of the pericardial
fluid in the metabolism of active peptides. (Arq Bras Cardiol 2008,91(3):156-161)
Key words: Peptidil dipeptidase A; pericardiocentesis; lisinopril; comparative study.

Full texts in English - http://www.arquivosonline.com.br

Correspondéncia: Roseli Aparecida da Silva Gomes

Praga Manoel Terra, 330 — Abadia 38015-050, Uberaba, MG - Brasil

E-mail: biog@dcb.uftm.edu.br

Artigo enviado em 26/11/07; revisado recebido em 14/2/08; aceito em 15/2/08.

172



173

Gomes e cols.
Enzima conversora de angiotensina no pericardio

Artigo Original

Introducao

Os estudos com liquido pericardico tém sido direcionados
principalmente para estabelecer o diagnéstico de pericardites,
dos derrames pericardicos e também para o diagnéstico
post-mortem’. Elevados niveis de substancias vasoativas e
cardioprotetoras sao descritos no fluido pericardico humano*>.
Esse liquido encontra-se numa posicao estratégica para
receber informacoes referentes a patologias que envolvem
este espaco e o proprio coracdo. Nosso interesse quanto ao
estudo bioquimico do liquido pericardico tem como alvo
algumas enzimas, em especial aquelas que possam servir como
marcadores locais de alteragoes fisiopatolégicas. Iniciamos
este estudo com uma isoforma da enzima conversora de
angiotensina (ECA).

A enzima conversora de angiotensina (ECA) (EC 3.4.15.1)
cliva a angiotensina |, formando angiotensina I1°, e hidrolisa
bradicinina e calidina, gerando fragmentos inativos”. A ECA
é uma proteina de membrana descrita no endotélio arterial,
nos tecidos epiteliais e neuroepiteliais®'®. Varias isoformas
de ECA estdo presentes em tecidos de mamiferos. Uma
isoforma somatica (150-180 kDa), expressa em células
endoteliais, epiteliais e neuroepiteliais, possui dois dominios
homélogos (N- e C- dominios), cada um com seu préprio sitio
catalitico''2. Outra isoforma de menor massa molecular (90-
110 kDa), encontrada exclusivamente nas células germinativas
masculinas, contém um Gnico sitio ativo que corresponde ao
C-dominio da forma somatica’. Formas soltveis da enzima
sao encontradas em vdrios liquidos corporais, como sangue,
fluido amnidtico, sémen, liquido cefalorraquidiano e urina'*°.
No fluido ileal, foi descrita uma forma constituida apenas de
N-dominio'’. Apesar do alto grau de homologia, os dominios
C- e N- da ECA diferem em especificidade de substrato,
perfis de inibicao e de dependéncia de cloreto'. Os dois
sitios ativos clivam angiotensina |, substancia P e bradicinina
com eficiéncia similar'®. Entretanto, o tetrapeptideo natural
N-acetil-seril-aspartil-lisil-prolina?® e a angiotensina 1-7
(Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro)*' sao mais especificos para o
N-dominio catalitico. Peptideos com supressao interna de
fluorescéncia (peptideos FRET — fluorescence resonance
energy transfer peptides) e contendo seqiéncias suscetiveis a
hidroélise pela ECA tém sido utilizados para caracterizagao de
N- e C- dominios da enzima?*.

Neste trabalho, apresentamos um estudo de uma isoforma
da ECA, isolada pela primeira vez, do liquido pericardico
humano. Comparamos, também neste estudo, as atividades de
ECA no fluido pericardico e no soro de individuos submetidos
a cirurgia cardiovascular.

Métodos
Reagentes

Angiotensina |, angiotensina I, lisinopril, padrdes de massa
molecular, bradicinina, o-ftalaldeido, Hip-His-Leu, Mes
(&cido 2-[N-morfolino] etanosulfénico), HEPES (dcido N-[2-
hidroxietil] piperazina-N’-[2-etanosulfénico]) foram adquiridos
da Sigma. Os substratos com supressao interna de fluorescéncia
(peptideos FRET) Abz-YRK(Dnp)P-OH, Abz-LFK(Dnp)-OH e
Abz-SDK(Dnp)P-OH (Abz = acido o-aminobenzéico; Dnp
= 2,4-dinitrofenol) foram sintetizados pelo Departamento de
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Biofisica da Universidade Federal de Sao Paulo**. Outros
reagentes foram de procedéncia Merck.

Obtencao do liquido pericardico humano para purificacao
da enzima conversora de angiotensina (ECA)

O liquido pericardico foi coletado, até doze horas
apés o 6bito, de individuos sem doenca cardiaca,
durante a necropsia no Servigo de Verificacio de Obito
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM),
Uberaba, Minas Gerais. Todas as amostras utilizadas estavam
livres de contaminagao com sangue.

Obtencao do liquido pericardico humano e das amostras
de sangue para determinacao da atividade de enzima
conversora de angiotensina (eca)

Liquido pericardico e amostras de sangue venoso foram
coletados de 23 pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular
no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM). Amostras de liquido pericardico foram
obtidas da cavidade pericérdica por aspiragao através de
seringa, durante a abertura da membrana pericardica para
a cirurgia cardfaca. O sangue foi obtido por pungdo venosa
do brago. As amostras de liquido pericardico e de soro
foram centrifugadas (1000 g 15 minutos) e armazenadas a
—20°C. As amostras de liquido pericérdico nao apresentavam
contaminagao com sangue. Todos os pacientes deram o
consentimento informado para participagao no estudo. Todos
os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Ftica em
Pesquisa da UFTM (CEP/UFTM) e estao de acordo com a
Declaragao de Helsinqui.

Purificacao da enzima conversora de angiotensina do
liquido pericardico

Liquido pericardico (65 ml), sem contaminacao visivel
com sangue ou tecido e contendo 1.550 mg de proteina, foi
centrifugado a 3.500 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi submetido
a ultrafiltragao (Amicon, YM-100) para um volume final de 20
ml contendo 780 mg de proteina. O concentrado foi usado para
purificagao da enzima conversora de angiotensina, apés dialise
contra tampao fosfato de s6dio 0,2 M, pH 7,0. O protocolo de
purificagdo incluiu trés etapas cromatograficas:

* Filtracado em gel em coluna Superdex 75 HR 10/30,
Pharmacia, equilibrada e eluida com tampao fosfato de
sédio 0,05 M, contendo NaCl 0,5 M, pH 6,5 e fluxo de 1T ml
por minuto. Aliquotas de 0,5 ml foram aplicadas a coluna e
coletaram-se fragbes de 1 ml .

* Cromatografia de afinidade em coluna de Cibacron®
azul agarose, 0,9 x 30 cm, (Bio Rad), equilibrada e eluida
com tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 7,0 e fluxo de 0,5
ml/min. Aliquotas de 2,0 ml foram aplicadas e coletaram-se
fracoes de 1 ml.

 Cromatografia de troca i6nica em coluna Mono Q 5/5
HR, Pharmacia, equilibrada em tampao fosfato de sédio 0,05
M, pH 6,5 e eluida por um gradiente de NaCl (0 a 0,5 M)
utilizando tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 6,5 (tampao A)
e tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 6,5, contendo NaCl 0,5
M (tampao B). O fluxo foi mantido em 1 ml/min. Coletaram-se
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aliquotas de 0,5 ml. Todas as etapas cromatogréficas foram
monitoradas em 280 nm em espectrofotometro UV/VIS
(Pharmacia).

A atividade enzimdtica das fragbes obtidas nas etapas
cromatograéficas foi testada utilizando-se o substrato Hip-
His-Leu, segundo Friedland e Silverstein®. A presenca de
outras proteinas nas preparagdes obtidas apds cada etapa
cromatografica foi verificada por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE -7,5%) sob condicoes redutoras, como descrito
por Laemmli?® (sistema Bio-Rad). Aliquotas das preparagoes
enzimaticas contendo de 2 a 10 ug de proteina foram
aplicadas ao gel. Os géis foram corados pelo método da prata
amoniacal”. Para determinacdo da massa molecular, foram
usados padroes de beta-amilase (200 kDa), albumina bovina
(65 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e lactalbumina (14
kDa), todos de procedéncia Sigma. A massa molecular foi
estimada por meio de interpolagao grafica.

Determinacao das atividades enzimaticas
Hidrolise angiotensina |

Angiotensina | (80 nmoles) em tampao fosfato de sédio
0,1 M pH 7,5 (350 ul), contendo NaCl 0,3 M, foi incubada
com ECA purificada do liquido pericardico (4 ng em 10 ul)
a 37°C. Aos 10 e 30 minutos de incubagao, aliquotas foram
submetidas a cromatografia em coluna de octadecilsilano
(C-18), equilibrada em acetonitrila:agua deionizada (1:5),
contendo 0,1% de 4cido trifluoracético (TFA), acoplada
a um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE, Shimadzu). Realizou-se a eluigdo com um gradiente
feito com acetonitrila:dgua deionizada (1:5), contendo
TFA 0,1% (tampao A) e acetonitrila contendo TFA 0,1%
(tampao B). Os peptideos foram monitorados em 214 nm
por espectrofotometro UV/VIS e identificados através dos
tempos de retencdo, utilizando angiotensina | e angiotensina
[l como padrées. O pico correspondente ao padrao de
angiotensina Il foi testado usando ensaio biolégico em (tero
isolado de rata?. A atividade bioldgica foi estimada com
solugoes de concentragdes conhecidas de angiotensina | e
angiotensina Il como padrdes. Os ensaios utilizando animais
foram desenvolvidos de acordo com as normas estabelecidas
pelo Guide for Care and Use of Laboratory Animals (Institute of
Laboratory Animal Resources, National Academy of Sciences,
Washington, DC) e pelos Principios Eticos na Experimentagao
Animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal
(COBEA).

Hidrolise de bradicinina

A bradicinina (BK, 5 nmoles) foi incubada com a enzima
conversora purificada do liquido pericardico (4 ng), em
tampao fosfato 0,2 M, pH 7,5 contendo NaCl 0,3 M, para um
volume final de 300 ul, a 37°C, durante 10 minutos e testada
em ensaio biol6gico em dtero isolado de rata®®. Incubou-se um
padrao de BK (5 nmoles) nas mesmas condigbes, na auséncia
da enzima e foi utilizado como controle. Uma curva dose-
resposta de BK foi utilizada para avaliar quantitativamente a
atividade biolégica das misturas de incubagao anteriormente
citadas. O desaparecimento da atividade biolégica da BK

utilizada foi considerado atividade cinindsica. Ensaios de
inibicao foram realizados usando Na,EDTA (40 mM) e lisinopril
(2,5 UM).

Estudos cinéticos
Hidrolise do substrato Hip-His-Leu

A determinagdo do pH 6timo para hidrélise do substrato
Hip-His-Leu foi realizada com os seguintes tampdes: glicina-
HCl 0,2 M (pH 3,0 a 4,0), acetato de sédio 0,2 M (pH 4,5
a 5,5), fosfato de sédio 0,2 M (pH 6,0 a 7,5), Tris-HCl 0,2
M (pH 8,0 a 8,5) e glicina-NaOH 0,2 M (pH 9,0), contendo
NaCl 0,3 M, para um volume final de 490 uL, e a enzima
purificada (4 ng). Realizou-se o ensaio como proposto por
Friedland e Silverstein*. Os pardmetros cinéticos (k_, and
K ) para hidrélise do substrato Hip-His-Leu (0,25 — 3 mM)
foram determinados usando a enzima purificada (4 ng) em
tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 8,3, contendo NaCl 0,3
M, para um volume final de 490 ul. A mistura foi incubada
a 37°C durante 15 minutos. A reagdo foi interrompida pela
adicao de 1,2 ml de NaOH 0,34 M, seguida pela adigao de
200 uL de HCI 3 M, e o dipeptideo His-Leu foi quantificado
fluorimetricamente (Exc.365 nm; Em. 495 nm) pela formacao
de um produto fluorescente com 100 ul de uma solugdo de
o-ftalaldeido 150 mM. Os resultados foram expressos como
nmol x ml-1 x min-1. Lisinopril (2,5 uM) foi utilizado para os
experimentos de inibicao.

Hidrolise de Abz-YRK(Dnp)P-OH, Abz-LFK(Dnp)-OH e Abz-
SDK(Dnp)P-OH

Os ensaios com substratos com supressdo interna de
fluorescéncia foram feitos como descrito previamente?*2.
O pH étimo foi determinado utilizando aliquotas (4 ng) da
enzima purificada e uma solugdo tampao composta de: 25
mM de glicina, 25 mM de 4cido acético, 25 mM de Mes e
75 mM de Tris na presenca de 100 mM de NaCl e 10 uM de
ZnCl, na faixa de pH de 5,0 a 9,5, para um volume final de
1 ml, a 37°C. Os parametros cinéticos foram determinados
a 37°C, em tampao Tris-HCIl 0,1 M (pH 7,0) contendo NaCl
(0,05 M), ZnCl, (10 uM) e os substratos Abz-YRK(Dnp)P-
OH, Abz-LFK(Dnp)-OH e Abz-SDK(Dnp)P-OH. A atividade
enzimética foi continuamente acompanhada por meio de um
fluorémetro (Hitachi F-2000) que mediu a fluorescéncia em
420 nm (& ) ap6s excitagdo a 320 nm (A_ ). A concentragao
de enzima para determinagao da velocidade inicial da reagao
foi escolhida de tal forma que a hidrélise nao fosse superior
a 5% do substrato utilizado. A variacao de fluorescéncia
foi convertida em micromoles de substrato hidrolisado
por minuto, baseando-se numa curva de calibragdo obtida
apos a completa hidrélise de cada peptideo. Os valores de
k_/K_ foram calculados a partir dos parametros cinéticos
k_, e K _ obtidos pela analise de regressao linear dos dados
com o programa GraFit*. Os desvios padrao para k_, e K _
foram inferiores a 7%. A inibicao das hidrdlises foi realizada
utilizando lisinopril (2,5 uM).

Influéncia de cloretos na atividade catalitica

A influéncia dos ions cloreto (0 — 500 nM) sobre a atividade
catalitica da enzima isolada do fluido pericardico humano foi
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investigada utilizando o substrato Abz- YRK(Dnp)P-OH (10 uM)
a37°Cem 1 ml de tampao HEPES 50 mM (pH 7,6) contendo
ZnCl, (10 uM) e 4 ng da enzima. A hidrélise foi acompanhada
fluorimetricamente, como descrito anteriormente?2.

Atividade conversora de angiotensina no soro e no liquido
pericardico

As atividades conversoras de angiotensina | no soro e
no liquido pericdrdico foram determinadas utilizando Abz-
YRK(Dnp)P-OH (10 uM) — substrato para N e C-dominios da
enzima a 37°C em tampao Tris-HCl 0,1 M (pH 7,6) contendo
NaCl 0,05 M, ZnCl, 10 uM. Cem microlitros das amostras de
liquido pericérdico e de soro foram adicionados a solugao
de substrato para um volume final de 2,0 ml, e a atividade
enzimética foi acompanhada fluorimetricamente, como descrito
anteriormente?’. Uma curva de fluorescéncia foi obtida com a
utilizagdo de padrdes de peptideos antes e ap6s hidrolise total.
A atividade enzimatica foi expressa como miliunidade por
miligrama de proteina por minuto de incubagdo (mU x mg-1
X min-1). As determinagbes foram feitas em duplicata. Inibiu-se
totalmente a atividade hidrolitica da enzima por lisinopril 2,5 uM.
Os dados foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado
com um nivel de significancia de 0,05. As concentrages de
proteinas no soro e no liquido pericardico foram determinadas
pelo método do biureto®. Utilizou-se uma solugao padrao de
proteina nas mesmas condigOes das amostras e os resultados
foram expressos como mg x ml-1.

Resultados
Purificacao da ECA do liquido pericardico

Uma enzima conversora de angiotensina foi purificada até
a homogeneidade a partir do liquido pericardico humano, por
meio de uma etapa de filtragaio em membrana YM-100, para a
eliminagdo de proteinas de massas moleculares inferiores a 100
kDa, e de trés etapas cromatogréficas, sendo uma de afinidade
(Cibacron® azul agarose), com o intuito de retirar a albumina
residual ainda presente no concentrado. A enzima foi purificada
cerca de trezentas vezes. Pelo protocolo utilizado, obtiveram-
se 200 ug de proteina purificada, com atividade especifica de
3.975 nmol His-Leu x mg-1 x min. A eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
mostrou uma Unica banda protéica sob condigdes redutoras,
com massa molecular aparente de 140 kDa (fig. 1).

Aenzima purificada converte angiotensina | em angiotensina
I como mostrado pela analise cromatogréafica de fase reversa
(C18-CLAE) (fig. 2) e pela atividade bioldgica sobre o Gtero
isolado de rata (fig. 3).

A atividade cininasica da enzima foi demonstrada pelo
desaparecimento da atividade bioldgica da bradicinina sobre
o (tero isolado de rata, apds a incubacao com a enzima
purificada (fig. 4). Todas as atividades hidroliticas mostradas
pela enzima foram inibidas totalmente por lisinopril.

Os parametros cinéticos para a hidrélise dos substratos
Hip-His-Leu, Abz-YRK(Dnp)P-OH, Abz-LFK(Dnp)-OH e Abz-
SDK(Dnp)P-OH sao mostrados na tabela 1.
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Fig. 1- Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio,
SDS-PAGE (7,5% de ligagéo cruzada), em condi¢bes redutoras, da ECAisolada
do liquido pericérdico humano,; Canaleta 1 - ECA do liquido pericérdico (5 uig);
Canaleta 2 - Padroes de massa molecular (beta-amilase = 200 kDa; albumina
bovina = 65 kDa; anidrase carbénica = 29 kDa; lactalbumina = 14 kDa).
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Fig. 2 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE (fase reversa— C18) da
mistura de incubagdo de ECA do liquido pericardico humano e de angiotensina
1 (80 mmoles) em tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,3
M, durante 10 minutos (a) e 30 minutos (b); A mistura foi aplicada em coluna
Lichrospher RP-18 (4,6 x 125 mm, Merck), equilibrada em acetonitrila 20% em
&gua, contendo 0,1% de &cido trifluoracético (0,1%) (solvente A) e eluida com
acetonitrila 100% contendo 0,1% de &cido trifluoracético (0,1%) (solvente B)
e fluxo = 1 mi/min; Foi feito um gradiente linear de 0% a 80% de tampéao B em
25 minutos. Ang | = angiotensina I; Ang Il = angiotensina I.
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Fig. 3 - Ensaio biolégico em Utero isolado de rata; Formagdo de angiotensina
Il apés incubagéo de ECA do liquido pericérdico humano com angiotensina I;
(a) Angiotensina I (80 nmoles em 350 ul de tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH
7,5, contendo NaCl 0,3 M, incubada por 10 minutos, 37 oC); (b) angiotensina Il
(80 nmoles — em 350 ul tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,5, incubada por
10 minutos, 37 oC); (c) angiotensina | (80 nmoles) e ECA do liquido pericardico
humano (4 ng) em 350 ul tampéo fosfato de sddio 0,17 M, pH 7,5, 37 oC,
incubada durante 10 minutos; (d) angiotensina | (80 nmoles) e ECA do liquido
pericardico humano (4 ng) em 350 ul tampéo fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,5,
37 oC, incubada durante 30 minutos. de tampdo B em 25 minutos.
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Fig. 4 - Ensaio biologico em utero isolado de rata; Formagéo de angiotensina
Il apés incubagao de ECA do liquido pericérdico humano com angiotensina I.
(a) Angiotensina I (80 nmoles em 350 ul de tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH
7,5, contendo NaCl 0,3 M, incubada por 10 minutos, 37 oC); (b) angiotensina Il
(80 nmoles — em 350 ul tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5, incubada por
10 minutos, 37 0C); (c) angiotensina I (80 nmoles) e ECA do liquido pericardico
humano (4 ng) em 350 ul tampéo fosfato de sédio 0,17 M, pH 7,5, 37 oC,
incubada durante 10 minutos; (d) angiotensina | (80 nmoles) e ECA do liquido
pericardico humano (4 ng) em 350 ul tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5,
37 oC, incubada durante 30 minutos. de tampdo B em 25 minutos.

O efeito do pH na hidrélise do substrato fluorescente
AbzYRK(Dnp)P-OH mostrou uma melhor atividade hidrolitica
em pH 7,65. A curva obtida é similar ao perfil de hidrélise da
enzima nativa para varios substratos.

O efeito da concentragao de NaCl na hidrélise do substrato
Abz-YRK(Dnp)P-OH foi determinado para avaliar a ativagao
do C-dominio pelos fons cloreto. A atividade méxima foi
observada com NaCl 100 mM e mantida no mesmo nivel
até 500 mM.

Parametros cinéticos da ECA do liquido pericardico humano

Substrato ( :ﬁ‘) (fﬁ) (p“:ﬁ/fg_1 )
Hip-His-Leu 1,14 1654 7x10%
Abz-YRK(Dnp)P-OH 2,60 34 0,77
Abz-LFK(Dnp)-OH 2,77 7.7 0,36
Abz-SDK(Dnp)P-OH 1,92 10,2 0,19

Condigbes de ensaio: as hidrélises dos substratos com supresséo interna
de fluorescéncia pela ECA do liquido pericardico humano foram realizadas a
37°C, pH 7,6 (tampéo Tris-HCI 100 mM, contendo ZnCl, 10 uM); A atividade
enzimética foi continuamente acompanhada medindo-se a fluorescéncia
em 420 nm (A,,) apés excitagdo a 320 nm (A, ); Os parémetros cinéticos
da ECA purificada (k,,, e K ), para hidrélise do substrato Hip-His-Leu (0,25

cat

- 3 mM), foram determinados em pH 8,3 (tampéo fosfato de potassio 0,1
M, contendo NaCl 0,3 M), a 37°C, utilizando 4 ng da enzima purificada; O
dipeptideo His-Leu foi quantificado fluorimetricamente (Exc.365 nm; Em.
495nm) apos adigdo de o-ftalaldeido.

A atividade conversora de angiotensina no soro e no liquido
pericardico de pacientes é mostrada na tabela 2. A andlise
dos dados mostrou diferenga significativa entre os dois fluidos.
Quanto ao contetdo protéico do liquido pericardico, foi
mantida uma relagao que variou de 1/2 a 1/3 ao do plasma.
Por essa razao, a atividade enzimdtica foi expressa como
atividade especifica (mU x mg-1 x min-1).

Condigoes de ensaio: a atividade de ECA em amostras de
liquido pericardico e no soro de pacientes submetidos a cirurgia
cardiovascular foi determinada utilizando o substrato Abz-

Atividade conversora de angiotensina | e teor de proteina
no liquido pericardico e no soro de pacientes

Liquido pericardico Soro
Proteina ECA Proteina ECA
mgxml-1  mUxmg-1xmin-1  mgxml-1  mUxmg-1xmin-1
Média .
(n=23) 20,6# 3,16 61,7 0,33
DP 5,6 0,90 8,3 0,11

Condigoes de ensaio: a atividade de ECA em amostras de liquido pericardico
e no soro de pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular foi determinada
utilizando o substrato Abz-YRK(Dnp)P-OH (10 uM) a 37°C , em tampéo Tris-
HCI 0,1 M (pH 7.0), contendo NaCl 0,05 M e ZnCl 10 uM, em volume final
de 2,0 ml. Abz = &cido o-aminobenzoéico; Dnp = 2,4-dinitrofenol. Os ensaios
foram feitos em duplicata. O teor de proteina foi determinado pelo método
do biureto. DP = desvio padrdo da média; *p < 0,05, *p < 0,05, comparado
com o soro.

YRK(Dnp)P-OH (10 uM) a 37°C , em tampéao Tris-HCI 0,1 M (pH
7.0), contendo NaCl 0,05 M e ZnCl 10 uM, em volume final de
2,0 ml. Abz = 4cido o-aminobenzdico; Dnp = 2,4-dinitrofenol.
Os ensaios foram feitos em duplicata. O teor de proteina foi
determinado pelo método do biureto. DP = desvio padrao da
média; *p < 0,05, #p < 0,05, comparado com o soro.
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Discussao e conclusao

No presente estudo, isolamos e caracterizamos, pela
primeira vez, uma enzima conversora de angiotensina do
liquido pericardico humano. A massa molecular (140 kDa)
obtida por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida,
para a isoforma isolada, mostrou ser diferente quando
comparada aos dados da literatura, em que sao descritas
massas moleculares nas regioes de 90-110 e 150-180 kDa'*".
Essa diferenga poderia ser decorrente de modificagdes pds-
traducionais, tais como clivagens da cadeia polipeptidica e/ou
glicosilagao na isoforma do liquido pericardico.

Nossos dados mostram que a enzima hidrolisa o substrato
classico para enzima conversora de angiotensina-I, Hip-
His-Leu, cliva a ligagao Phe-His na angiotensina I, gerando
angiotensina ll, e apresenta atividade cinindsica, hidrolisando
bradicinina a produtos inativos. Essas observagoes indicam que
a enzima aqui isolada exibe grande similaridade hidrolitica
com a enzima somdtica. Com o intuito de melhor caracterizar
a enzima do liquido pericardico humano, ensaios com
substratos sintéticos suscetiveis a hidrélise pelos dominios C- e
N- da ECA foram utilizados, e os resultados obtidos mostram
que a isoforma isolada apresenta os dois sitios ativos como
a ECA somatica. O efeito de fons cloreto sobre a atividade
catalitica mostrou um perfil de ativagao muito similar a
isoforma nativa?*>. Com relagao as constantes cataliticas obtidas
para a enzima purificada, utilizando os vérios substratos
sintéticos, observamos dados para K similares aqueles
encontrados para a forma recombinante. Entretanto, os
dados obtidos para k_ /K mostram que a enzima do liquido
pericardico apresenta menor eficiéncia catalitica que a forma
recombinante?. A inibicdo de todas as atividades hidroliticas
testadas utilizando lisinopril reforgou o carater de enzima
conversora de angiotensina da isoforma aqui isolada.

Nossos achados tornam-se mais relevantes por tratar-se
do liquido pericérdico humano, pois é sabido que estudos
realizados in vitro no miocardio de diferentes espécies
mostram que a ECA constitui a principal via formadora de
angiotensina I, constituindo excegao a esta regra o coragao
humano, do hamster e do cao. Em razdo disso, redobrada
cautela deve ser tomada ao se estenderem para o coragao
humano os dados colhidos em outras espécies®'.

O endotélio tem sido considerado a principal fonte de ECA
no coragao normal***. Entretanto, estudos experimentais tém
mostrado uma forte marcagao para ECA no pericérdio visceral
fibrosado, tanto em miocardio pés-infarto quanto no grupo-
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controle em que foi feita apenas a abertura da membrana
pericérdica, sugerindo que o tecido fibrosado cardfaco pode
ser uma fonte de angiotensina II**.

A possibilidade de sintese e secregao de macromoléculas
pela camada mesotelial do pericardio pode ser amparada
pelos dados obtidos por Ishihara e cols.?> que observaram
jungoes intercelulares entre células mesoteliais adjacentes,
que constituem barreiras a livre difusao de macromoléculas
entre o sangue e a cavidade pericardica®*.

Com o mesmo substrato suscetivel aos dominios C- e
N- da ECA, utilizado para caracterizar a isoforma isolada
neste estudo, realizamos ainda um estudo comparativo para
determinar a atividade conversora de angiotensina | no
liquido pericardico e no plasma, mostrando que a atividade
no liquido pericardico é maior que aquela do plasma. Isso
corrobora a hipétese de uma isoforma de origem local, com
propriedades hidroliticas similares a ECA plasmatica, nao
excluindo a possibilidade da presenca de outras isoformas.
O liquido pericardico é um ultrafiltrado do plasma através
do miocérdio, e é pouco provavel que a isoforma isolada
em nosso estudo tenha origem plasmatica, uma vez que o
processo de difusdo esta limitado a moléculas com massas
moleculares menores que 40 kDa. E mais provavel que
ela se origine de células no interior do pericérdio ou da
camada mesotelial.

Nao devemos, portanto, considerar o pericardio uma
simples bolsa em cujo interior existe uma pequena quantidade
de um liquido lubrificante. A presenca de enzima conversora
de angiotensina | na interface liquido pericardico-miocérdio
constitui importante evidéncia do papel do pericardio na
regulagio da homeostase cardiovascular. E possivel que parte
dos efeitos da angiotensina Il sobre o coragdo seja decorrente
de sua produgao pericardica.
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