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Resumo

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) é um componente neuroendocrino do organismo,
podendo ser circulante ou tecidual, e um importante modulador da homeostase. Ele pode ser
dividido em dois eixos funcionais: o candnico, com efeito hipertensivo, fibrotico e proliferativo
e 0 ndo-candnico, que o antagoniza, induzindo efeitos geralmente protetores. J& foi observado
que diversos processos fisiologicos possuem um padrdo de oscilacdo ao longo do tempo,
influenciados principalmente pela exposi¢do a luz e pela expressdo dos “genes do rel6gio” ao
longo do dia. Essas alteraces ciclicas sdo um importante fator na homeostase dos sistemas. As
oscilacbes dos componentes do SRA ainda ndo foram completamente elucidadas, no entanto,
ha fortes indicios de que esse sistema apresenta mudancas temporais. Por exemplo, € observada
uma maior incidéncia de acidentes vasculares no periodo da manha, alteracdes na pressdo
arterial ao longo do dia e mudangas na atividade da enzima Renina e nas concentracdes da
Angiotensina Il, quantificada através da técnica de radioimunoensaio. Dessa forma, esse
trabalho buscou avaliar se 0s componentes peptidicos circulantes do SRA realmente sofrem
alteracbes temporais nas suas concentragdes, utilizando a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa direcionada (LC-MRM). Nossos resultados mostraram que, com
excecdo da Ang A, todos os peptideos quantificados apresentaram algum grau de variagdo em
suas concentracfes nos diferentes tempos (ZTs) testados, demonstrando que 0s componentes
circulantes tanto do eixo canbnico quanto do ndo candnico possuem variagdo temporal.
Contudo, o mecanismo pelo qual a concentracdo plasmatica de tais peptideos é regulada ao

longo do dia ainda precisa ser elucidado.

Palavras chave: Ritmo Bioldgico, Sistema Renina-Angiotensina, Espectrometria de massa



Abstract

The Renin-Angiotensin System (RAS) is a neuroendocrine component of the organism, which
can be circulating or local - expressed in tissues -, and it plays a crucial role as a modulator of
homeostasis. It can be divided into two functional axes: the canonical axis, with hypertensive,
fibrotic, and proliferative effects, and the non-canonical axis, which counteracts these effects,
inducing generally protective responses. It has been observed that several physiological
processes have a pattern of oscillation over time, influenced mainly by exposure to light and
the expression of “clock genes” throughout the day. These cyclic changes are essential for the
homeostasis of the systems. However, the oscillations of the components of the RAS have not
been fully elucidated, although there are strong indications that this system undergoes temporal
changes. For instance, a higher incidence of vascular accidents is observed in the morning,
fluctuations in blood pressure throughout the day, changes in the activity of the enzyme Renin
and in the concentrations of Angiotensin Il, quantified through the radioimmunoassay
technique. Therefore, this study aimed to evaluate whether the circulating peptide components
of RAS indeed undergo temporal alterations in their concentrations using liquid
chromatography coupled with targeted mass spectrometry (LC-MRM). Our results showed that,
with the exception of Ang A all quantified peptides showed some degree of variation in their
concentrations at different time points (ZTs) tested, demonstrating that the circulating peptides
of both the canonical and non-canonical axis have temporal variations. However, the
mechanism by which the plasma concentration of such peptides is regulated throughout the day

still needs to be elucidated.

Keywords: Biological Rhythm, Renin-Angiotensin System, Mass spectrometry
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1.  Introducéo

1.1 Ritmo Biologico

Os ritmos biolGgicos estdo presentes em todos 0s organismos vivos e funcionam como uma
adaptacdo para lidar com desafios ambientais previsiveis. Esses ritmos sdo caracterizados por
eventos ciclicos que se repetem dentro de um periodo de tempo definido e podem ser divididos
em trés tipos principais: infradianos, que se repetem em intervalos maiores que 24 horas, como
o ciclo menstrual, migracéo e hibernacdo de alguns animais; ultradianos, que se repetem em
intervalos menores que 24 horas, como o ciclo cardiaco e respiratorio; e os circadianos, que se
repetem aproximadamente a cada 24 horas, como o sono/vigilia em seres humanos (RENSING

et al., 2001), como pode ser observado na Figura 1.

Os ritmos estdo envolvidos em processos fisiologicos e comportamentais, podendo ser
influenciados e controlados por fatores internos, como os reldgios bioldgicos (central e
periféricos), ou fatores externos, como a mudangca das estacdes do ano (PITTENDRIGH et al.,
1991 ; ALBRECHT et al., 2001 ; KENDALL et al., 2009). As adaptac6es dos individuos ao
ambiente em que estdo inseridos requer uma organizacao espacial e temporal de seus processos
fisioldgicos, a fim de manter a homeostase. Dentre esses ritmos, o ciclo circadiano é o mais
conhecido e estudado. Sendo influenciado principalmente pelo ciclo claro-escuro do ambiente,
determinado pela rotacdo da Terra. Dessa forma, em condicdes de luz ou escuridao constantes,
o “relégio central” ou “marca-passo circadiano”, conhecido como niicleo supraquiasmatico,
pode se desregular ligeiramente, modificando a duracdo do ciclo (BURGESS et al., 2002 ;
ZHANG et al., 2006 ; WU et al., 2008).
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A | Ritmo Circadiano

Ciclo dos horménios Melatonina e Cortisol no periodo claro/escuro em humanos

Cortisol

Melatonina

Baixa concentracdo de Melatonina
plasmatica e altos niveis de Cortisol

Alta concentragcdgo de Melatonina
plasmatica e baixos niveis de Cortisol

B | Ritmo Ultradiano

Ciclo cardiaco e respiratorio em humanos

Inspiragéo Expiragéd

Ciclo de sistole e diastole, duragdo de Ciclo respiratorio, pode variar
aproximadamente 0,85 segundos dependendo do tempo inspiratorio

¢ | Ritmo Infradiano

Ciclo mentrual em humanos

Ciclo Menstrual

FSH
Estrogénio
LH

Progesterona

1 14 28
Duragéo (dias)

Ciclo menstrual, marcado pelas flutuagées dos horménios FSH,
Estrogénio, LH e Progesterona , duragao de aproximadamente 28 dias

Figura 1 : Exemplos de diferentes ritmos bioldgicos; (a) Ritmo circadiano da Melatonina e do cortisol, oscilacdo
aproximada de 24h. Essa ritmicidade esta principalmente relacionada a resposta do SCN a luz, que ird estimular o

hipotalamo durante a fase clara resultando na liberacéo de cortisol, por outro lado durante a fase escura a glandula
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pineal sera estimulada resultando na producéo de melatonina. (b) Ritmo ultradiano do ciclo cardiaco e do ritmo
respiratorio, a duragdo dessas oscilagdes podem variar dependendo do nivel de estresse do organismo. (c) Ritmo
infradiano do ciclo menstrual, oscilagdo aproximada de 28 dias. O periodo de duracgdo desse ciclo pode sofrer
alteracBes entre os individuos e € influenciado pela ovulagdo, maturacdo do ovécito e consequentes niveis de

liberagdo dos horménios FSH, estrégeno, LH e Progesterona. (Imagem criada utilizando BioRender.com)

1.1.1. Nucleo supraquiasmaético

O nucleo supraquiasmatico (SCN, sigla em inglés), conhecido como “relégio central” (Figura
2), é formado por um conjunto de células neuronais localizadas no hipotdlamo, conhecidas por
impor e regular um ritmo diario no cérebro dos mamiferos, que pode ser interrompido quando
h& uma lesdo nessa regido (MOORE & EICHLER, 1972; STEPHAN & ZUCKER, 1972). Sua
estrutura é altamente conservada nos animais e pode ser dividida em duas partes distintas, tanto
molecularmente quanto morfologicamente, que sdo capazes de gerar ritmicidade de forma
independente uma da outra (VAN DEN POL, 1980 ; VAN DEN POL & TSUJIMOTO, 1985 ;
SHINOHARA et al., 1995). Esses neurdnios possuem um reldgio circadiano intrinseco e
demonstram picos espontaneos de atividade elétrica que se repetem a cada 24h,
aproximadamente, afetando a secrecdo de hormdnios hipotalamicos e, por consequéncia, 0s
eixos enddcrinos relacionados (HASTINGS et al.,, 2007 ; KALSBEEK et al.,, 2012 ;
TONSFELDT etal., 2012).

Por influenciar diretamente a atividade do hipotdlamo, o SCN é fundamental para a regulacao
enddcrina, pois ele é peca crucial nos trés principais eixos do corpo: Hipotalamo-Hipofise-
Adrenal, Hipotadlamo-Hipdéfise-Gonada e Hipotalamo-Hipofise-Tiredide, e uma vez que todos
sofrem regulacdo pelo hipotadlamo, também sofrem influéncia do reldgio central (GUILDING
etal., 2009). Os neurdnios do SCN séo regulados pela luz por meio do trato retino-hipotalamico.
Os fotons atingem a retina e estimulam os fotorreceptores, que enviam potenciais de a¢do para
0 SCN (Figura 2). Os neurdnios pré-autondmicos do nucleo paraventricular (PVN) sdo um dos
principais alvos do SCN, o que permite que ele influencie as eferéncias parassimpatica e
simpatica para 0s 0rgaos. Essas projecdes para o0 PVN aumentam durante a fase clara, afetando,
por exemplo, a estimulagdo simpatica eferente que inerva o figado e a glandula adrenal, pouco
antes do periodo ativo, resultando em uma maior producédo de glicose (FLEUR et al., 1999) e

aumentando os niveis de corticosterona, precursor do cortisol (BUIJS et al., 1999).
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Os glicocorticéides sdo um dos principais horménios relacionados ao periodo de atividade.
Antes do despertar, ocorre um aumento significativo na liberacdo dos horménios esterdides
pelo cértex da adrenal e, consequentemente, em sua concentracdo plasmatica. Isso afeta o
metabolismo energético e o comportamento dos animais (DALLMAN et al., 1993),
aumentando, por exemplo, a producéo de energia e elevando a presséo arterial (CHUNG et al.,
2011). Animais diurnos, como os seres humanos, apresentam um pico de glicocorticoides pela
manhd, enquanto animais noturnos, como a maioria dos roedores, apresentam esse pico no
inicio da noite. Além disso, podem ocorrer algumas alteracdes fisioldgicas entre espécies, por
exemplo, diferentemente dos humanos, em ratos, a corticosterona é o esterdide adrenal
predominante, e ndo o cortisol (OGUNSUA et al., 1971).

Por outro lado, durante a fase escura, as projecdes para 0s heurdnios pré-sinapticos estimulam
a glandula pineal, que sintetiza a melatonina. Esse hormonio é conhecido como o "horménio
do sono", pois é produzido em condicGes de escuriddo constante, quando normalmente estamos
dormindo. A melatonina é sintetizada a partir do neurotransmissor serotonina, através da acéo
catalitica de duas enzimas: a arilalquilamina-N-acetiltransferase e a hidroxiindole-O-
metiltransferase. A regulacdo das alteracGes na concentracdo desse hormonio, porém, parece
estar mais relacionada & serotonina-N-acetiltransferase, uma vez que seus niveis também
variam em paralelo com os da melatonina. Além disso, a exposicao a luz durante a noite resulta
em uma rapida queda nos niveis dessa enzima (KLEIN et al., 1972; GASTEL et al., 1998;
HICKMAN et al., 1999). Na presenca de luz, no entanto esses neurdnios sdo inibidos pelos
neurotransmissores GABA, interrompendo a producédo de melatonina (PERREAU-LENZ et al.,
2003). Esses processos sdo observados ndo apenas em animais diurnos; estudos demonstraram
que roedores noturnos também apresentam um aumento significativo nos niveis de melatonina
durante o periodo escuro (KENNAWAY et al., 2002).

Tanto os glicocorticoides quanto a melatonina desempenham um papel essencial na transmisséo
de informagdes do ambiente externo para o corpo, regulando suas fungfes de acordo com
diferentes estimulos. No entanto, eles ndo sdo os Unicos responsaveis pela ciclagem dos
processos fisiologicos. Anteriormente, acreditava-se que 0s eventos ciclicos ocorriam apenas
como resposta a alteragdes nos fatores ambientais, mas estudos demonstraram que 0S
organismos ndo respondem de forma passiva ao ambiente, pois também possuem um relégio
intrinseco que permite a percepcdo do tempo e a manutencdo de um ritmo bioldgico
(PARANJPE et al., 2003; GOLOMBEK et al., 2010).
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Embora a luz desempenhe um papel importante na regulacdo do ritmo, ela atua principalmente
como um componente modulador, auxiliando na sincronizagdo para um periodo circadiano. O
ritmo intrinseco € coordenado por fatores moleculares, conhecidos como genes do relogio, que
estdo presentes tanto nas células do SCN (relégio central) quanto em outros tecidos, 0s
chamados reldgios periféricos. No SCN, porém esse ritmo consegue se manter mesmo quando

0s neurdnios séo isolados in vitro (WEBB et al., 2009).

™ Hipotalamo
P ) y
VAYAYad -
e / \

Liberagdo hormonal

\‘ Homeostase Corporal

Regulagcdo da  pressédo
arterial F

Estimulagdo da Adrenal e
depuracgao plasmatica @ = = @

Regulagao da concentragao @
de glicose e ftriglicerideos
plasmaticos

Figura 2: Cascata de regulacdo mediada pelo SCN nos reldgios locais em mamiferos. Ao serem estimuladas por
um estimulo luminoso as células da retina enviardo um sinal até o SCN, este por sua vez ira emitir diversos
potenciais secundarios que resultardo na estimulacdo circadiana dos reldgios locais, levando ao controle da
homeostase cerebral, humor e cognicdo. Além disso também estimulara os relogios periféricos resultando em uma
regulacdo do sistema enddcrino, da temperatura corporal, do comportamento alimentar, entre outros. (Imagem

criada utilizando BioRender.com)

1.1.2. Reldgio Celular
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O reldgio interno é composto por um ciclo de feedback negativo transcricional-traducional
formado pelos genes centrais do relogio: CLOCK, Npas2, Bmall/2, Cryl/2 e Perl/2/3
(WILSBACHER et al., 1998 ; DUNLAP et al., 1999 ; WAGER-SMITH et al., 2000). Esses
genes pertencem a um grupo de fatores de transcricdo com o dominio helix-loop-helix/Per-
Arnt-Sim, sendo Bmal, Npas2 e CLOCK ativadores transcricionais que regulam a expresséo de
Per e Cry ao se ligarem ao promotor conhecido como E-box (TAHARA et al., 2014).

CLOCK/Npas2 forma um heterodimero com Bmall/2, e esse heterodimero CLOCK/Bmal se
liga a E-box upstream de Per1/2/3 e Cry1/2. As proteinas PER1/2/3 e CRY1/2 sé&o fosforiladas
pela caseina quinase (CK)-1e ¢ degradadas por meio de uma via proteassomica mediada por
ubiquitina (TAKEDA et al., 2016). Em condic@es circadianas normais, PER1/2/3 e CRY1/2 se
acumulam gradualmente no citoplasma e, ao serem direcionadas para o nucleo, elas se ligam
ao heterodimero, inibindo CLOCK/Bmal. Quando seus niveis celulares diminuem novamente,
o complexo CLOCK/Bmal volta a estimular a transcri¢do dessas proteinas, estabelecendo assim
um ciclo de feedback negativo. Esse ciclo de feedback tem uma duracdo aproximada de 24
horas, marcando o ritmo diurno (FELDMAN et al., 1967; DRIESSCHE et al., 1966). Um
exemplo da importancia da acdo conjunta de todos esses genes é evidenciado pela completa
perda de ritmo circadiano, observada em camundongos deficientes em Bmall quando
submetidos ao escuro continuo ou por alteracbes comportamentais em periodos normais de
claro/escuro (BUNGER et al., 2000).

A identificacdo e caracterizacdo dos genes do relégio dos mamiferos revelaram que eles séo
expressos de maneira circadiana em quase todos os tecidos do corpo (DALLMANN et al.,
2014). Esses genes, expressos em cada 6rgdo, também exibem variacdo perioddica constituindo
os chamados relogios periféricos (BALSALOBRE et al., 1998). Com excecdo de algumas
diferencas especificas, a maior parte do sistema dos relégios periféricos parece ser semelhante
ao do relégio central. Uma dessas pequenas diferencas que podemos citar inclui os genes
Clif/Bmal2, que desempenham um papel predominante no reldgio das células endoteliais
vasculares e no figado (MAEMURA et al., 2000), mas ndo sdo encontrados nas células do
c6lon, por exemplo (POLIDAROVA et al., 2013).

Os genes transcritos via as proteinas do reldgio sdo denominados genes controlados pelo
relogio (CCGs), e tanto o reldgio central quanto os periféricos possuem CCGs que sdo
regulados de forma independente dos demais tecidos. Alem disso, os relogios periféricos

desempenham um papel fundamental nas adaptacGes especificas necessarias para cada 6rgéo
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ou tecido. Como mencionado anteriormente, esses genes sdo pecgas fundamentais para a
homeostase fisioldgica e perturbacbes na sua ritmicidade estdo associadas a diversas doengas
metabolicas, neuroldgicas, entre outras (FRANK et al., 2014; PANDA, 2016). A Figura 3

ilustra 0 mecanismo de regulacéo dos genes do relégio ao longo do dia.
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Figura 3: Acoplamento circadiano entre loops de feedback molecular e sinalizacdo neural. A manutencéo
autdnoma do ritmo circadiano das células no SCN é um processo dindmico que envolve uma intrincada interagao
entre atividade elétrica e oscilagdo molecular dos loops de feedback transcricional-translacional (TTFLS). (a)
Quando os neurénios do SCN sdo isolados em cultura, o TTFL celular autbnomo mostra pouca organizagéo e
baixa amplitude, o que se reflete nos ritmos circadianos de expressdo génica e concentragdo intracelular de célcio
([Ca?*]). No entanto, no circuito intacto, as interacdes celulares aumentam a estabilidade, coeréncia e amplitude
dos TTFLs, sincronizando as células do relégio individualmente e resultando em ritmos precisamente organizados
de expressdo génica e atividade neural. (b) Visdo esquematica das vias intracelulares nos neurénios do SCN. Os
TTFLs coordenam mudancas nas condutancias de fons sodio (Na*) e potassio (K*) e na [Ca*], regulando a
transicdo entre atividade elétrica diurna e quiescéncia noturna. O perfil circadiano de [Ca?*] é controlado por varios
mecanismos, incluindo canais ativados por disparo elétrico, liberacdo de Ca?* a partir de estoques intracelulares e
sinalizacéo de neuropeptideos por meio de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e receptores de glutamato
do tipo NMDA (NMDARs) ativados pelo trato retino-hipotalamico. Mudancas em [Ca?*] fornecem acesso ao
TTFL através de elementos de resposta Ca**/cAMP (CRESs) nos genes do periodo (PER). (c) Visdo esquematica

de alteracBes no SCN durante 24h. CRY, criptocromo; CT, tempo circadiano; E-box, caixa de intensificador;
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GABAAR , receptor GABAA ; [Glu]e, concentracdo extracelular de glutamato; pCREB, proteina de ligagdo ao
elemento responsivo ao cAMP fosforilado; RMP, potencial de membrana em repouso; SFR, taxa de disparo
espontaneo; VGCC, canal de calcio dependente de voltagem. Figura retirada de HASTINGS et al., 2018.

1.2. O Sistema Renina-Angiotensina

O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) ou Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)
€ um sistema neuroendocrino conhecido por regular os fluidos e eletrolitos, a presséo arterial e
0 débito cardiaco. O SRA realiza essa regulacdo de diferentes formas e em diferentes tecidos,
desde o0 aumento da atividade do sistema nervoso simpatico até alteracdo da estrutura dos vasos
sanguineos. A primeira descoberta relacionada ao SRA foi feita por Tigerstedt e Bergman, no
ano de 1898, quando eles obtiveram uma substancia com efeito pressor a partir do extrato de
cortex renal de coelhos, a essa substancia deram o nome de Renina (TIGERSTEDT e
BERGMAN, 1898 ; MARKS e MAXWELL, 1979). Muitos anos depois, no final da década de
1930, a Angiotensina Il foi descoberta, por dois grupos cientificos independentes, um na
Argentina, liderado por Eduardo Braun-Menendez e que a chamava de “Hipertensina” ou, em
inglés, “Hipertensin”, devido a sua atividade pressora, e por outro grupo nos Estados Unidos,
chefiado por Irvin Page e que a denominou “Angiotonina” ou, em inglés, “Angiotonin”
(BASSO e TERRAGNO, 2001). O nome Angiotensina é a juncdo dos nomes cunhados por
Irvin e Braun-Menendez. Posteriormente, muitos estudos foram e vém sendo feitos para
elucidar os elementos que compdem o SRA e seus respectivos papéis fisioldgicos, além das

patologias que podem estar associadas a eles.

Diversos processos podem desencadear a ativacdo do SRA, um deles se da quando ha
diminuicdo na volemia do corpo. Quando isso ocorre, as células da macula densa liberam a
enzima Renina na circulacdo. A Renina cliva a glicoproteina Angiotensinogénio, produzida
majoritariamente pelo figado, na porcdo amino-terminal, produzindo o decapeptideo
Angiotensina | (Ang I) (WEIR et al., 1999 ; ETELVINO el al., 2014). Ao que se sabe, esse
peptideo ndo possui efeito fisiologico direto, mas a partir da Ang I, o SRA podera ser dividido
em dois eixos diferentes, dependendo de qual(is) enzima(s) agira(&o) sobre esse decapeptideo.
Esses eixos sdo contrarregulatérios e possuem vias de acdo que se opfem para gerar a
homeostase, cada um composto por uma gama de peptideos efetores, que se diferem pouco
estruturalmente, mas geram efeitos muito distintos ao se ligarem aos seus respectivos

receptores. O sistema é dividido entre o0 eixo pressor ou candnico, conhecido por seu efeito
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hipertensivo, fibrdtico e proliferativo (VAAJANEN et al., 2008), e 0 que o antagoniza,
chamado eixo ndo canbnico ou protetor, com carater anti-hipertensivos, anti-fibrético e anti-
proliferativo (SANTOS et al., 2017). A Figura 4 ilustra a cascata de formacédo dos peptideos

dos dois eixos funcionais do SRA.

Angiotensinogénio

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His
Ang Il Ang-(1-7) .@

Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe  Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro

Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro Asp-Arg-Val-Tyr-lle

Figura 4: Cascata de formagdo dos peptideos do sistema renina-angiotensina: visdo simplificada dos eixos
candnico/pressor (vermelho) e ndo candnico/protetor (azul). ECA, enzima conversora de angiotensina; ECA2,
enzima conversora de angiotensina 2; NEP, endopeptidase neutra; AD, descarboxilase; PEP, prolyl-endopeptidase.

(Imagem criada utilizando BioRender.com)

1.2.1. Eixo canénico / pressor
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A Ang | é ativada apds a clivagem do seu dipeptideo C-terminal (His-Leu) pela enzima
conversora de angiotensina | (ECA), descrita pela primeira vez por Skeggs et al. (SKEGGS et
al., 1954) e presente principalmente no endotélio vascular. A Ang | forma o principal peptideo
biologicamente ativo do eixo pressor, a Angiotensina Il (Ang Il), que atua via dois receptores
encontrados em diferentes tecidos, 0 AT1 e 0 AT2. Quando ativado pela Ang I, o receptor AT2
induz efeitos vasodilatadores, por outro lado, o receptor responsavel pelos efeitos mais
conhecidos da Ang Il é o receptor AT1, como, por exemplo, o efeito pressor (vasoconstritor).
A sua ligacdo ao AT1 diminui a liberacdo de déxido nitrico (NO), aumenta a liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a um estado inflamatorio, podendo gerar morte
celular e deposicao de colageno (FORRESTER et al., 2018; FYHRQUIST e SAIJONMAA,
2008), além da liberacdo de Aldosterona pelas glandulas adrenais e a liberagdo do hormonio
anti-diurético (ADH, sigla em inglés) pela neurohipofise ou hipdfise posterior (FYHRQUIST
e SAIJONMAA, 2008).

A Ang Il apresenta acdo sobre o crescimento celular e o remodelamento cardiaco (WILLIAMS,
2001). No rim, ela provoca vasoconstricdo pos-glomerular ao se ligar aos receptores AT1,
aumentando a pressao coloidosmética capilar peritubular e diminuindo a pressao hidrostatica
capilar peritubular. Essas alteragdes hemodindmicas levam a reabsor¢do de sodio e,
consequentemente, de dgua na regido do tubulo proximal dos néfrons, além da liberacdo de
Aldosterona pela glandula adrenal. A Aldosterona, por sua vez, promove a reabsorcao de sédio
na porc¢éo do tabulo contorcido distal do néfron, resultando no aumento da volemia e da pressdo
arterial (WOLF et al., 1996). Outro efeito da Ang Il € a liberacdo de catecolaminas pelo sistema

nervoso simpatico, o que leva ao aumento da contratilidade do miocardio (WEIR et al., 1999).

Um peptideo muito similar & Ang 1l foi descoberto em 2007, por Jankowski e colaboradores: a
Angiotensina A (Ang A), sendo que "A" se refere ao residuo de aminoacido alanina (Ala), que
surge pela descarboxilacdo do aspartato (Asp) na porcdo N-terminal da Ang I, sendo a Unica
diferenga estrutural entre eles. Esse peptideo leva fundamentalmente as mesmas alteragdes
fisioldgicas que o seu peptideo precursor, se ligando aos receptores AT1 (JANKOWSKI et al.,
2007; HRENAK et al., 2016). No entanto, ela apresenta um efeito pressor menos relevante do
que a Ang Il (YANG et al., 2011). A Figura 5 ilustra os principais efeitos da Ang Il e Ang A,

guando ativam o receptor ATL.

Apesar do seu importante papel na manutencéo da homeostase, esse braco do SRA pode induzir

efeitos deletérios quando hiperativado, podendo resultar em diferentes patologias, incluindo
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aterosclerose e envelhecimento vascular (FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008). No entanto,
em condicOes normais, seus efeitos sdo regulados pelo outro eixo do sistema: o eixo protetor,

que também pode ser ativado pela Ang Il ao se ligar ao seu receptor AT2 (Figura 6).

AT1 |

Press&o arterial

Ativacao do sistema nervoso simpatico
Vasoconstrigao

Aldosterona e ADH

Hipertrofia cardiaca

Fibrose

ROS

Inflamagéo

Aumento —

[ Sensibilidade ao barorreflexo
Ativacao do sistema nervoso parassimpatico
NO

| Natriurese

Diminuicdo—

Figura 5: Alguns efeitos desencadeados pela ligacdo dos peptideos do eixo pressor aos receptores AT1.

1.2.2. Eixo Protetor

Outras duas enzimas que podem clivar a Ang | sdo a neprilisina e a prolil-endopeptidase
(WELCHES, et al., 1993 ; RICE et al., 2004), gerando o peptideo Angiotensina 1-7 (Ang-(1-
7)), considerado o peptideo mais importante desse eixo. No entanto, essa ndo é a Unica forma
que a Ang-(1-7) pode ser sintetizada. Em 2000, Tipnis e colaboradores descreveram pela
primeira vez uma metaloprotease ancorada na membrana de 805 residuos de aminoé&cidos,
muito semelhante a ECA, que atuava como uma carboxipeptidase. A essa enzima deram 0 nome
de enzima conversora de Angiotensina Il (ECA 2) (TIPNIS et al., 2000 ; FRANCISCHETT]I et
al., 2005). A ECA 2 é considerada fundamental para a homeostase entre os eixos do SRA e a

formagé&o dos peptideos que irdo compor o eixo protetor, se tornando fundamental para a fungéo
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cardiaca, vasodilatacdo e equilibrio eletrolitico. Entre suas a¢Bes, podemos citar a conversdo
de Angiotensina | em Angiotensina 1-9 (Ang-(1-9)) pela clivagem da leucina C-terminal
(DONOGHUE et al., 2000) e a conversao direta de Ang Il em Ang-(1-7) através da clivagem
do residuo de fenilalanina C-terminal. Além desses caminhos a Ang-(1-7) também € gerada
pela hidrolise da Ang-(1-9) pela ECA (PAZ OCARANZA et al., 2020).

Em 1986 foi descrito um receptor acoplado a proteina G em células tumorais, e a esse receptor
deram o nome de MAS (JACKSON et al., 1988). Porém, apenas em 2003 foi descoberto seu
principal agonista enddgeno, a Ang-(1-7) (SANTOS et al., 2003). Ao se ligar ao receptor MAS,
esse age como um potente vasodilatador com efeito natriurético e anti-proliferativo, além de
estimular o sistema bradicinina/6xido nitrico. Como a eficiéncia catalitica da ECA 2 é
aproximadamente 400 vezes maior quando o substrato € a Ang Il do que quando é a Ang I, isso
nos leva a acreditar que este eixo atua como sistema contra-regulador do eixo pressor ECA/Ang
II/ATL1 (IWAI & HORIUCHI, 2009). Além disso ja foi demonstrado um efeito cardioprotetor
da Ang-(1-7) na ocorréncia de isquemia e reperfusdo, diminuindo as arritmias e a lesao tecidual
(FERREIRA et al., 2001 ; Alguns estudos recentes também demonstraram que a Ang-(1-7)
tem efeito antifibrotico, efeito no metabolismo lipidico, na regulagdo positiva da insulina, no
processo de memoria e aprendizado, além de parecer ter importante relacdo com o sistema
reprodutor, principalmente em fémeas (PASSOS-SILVA et al., 2013 ; SANTOS et al., 2017).

O componente mais recente do sistema e que também comp&em o eixo protetor foi descoberto
em 2013, a Alamandina (LAUTNER et al., 2013). Muito semelhante a Ang-(1-7), a
Alamandina se difere por um residuo de aminoacido na por¢cdo N-terminal e apresenta efeitos
sistémicos semelhantes a Ang-(1-7) (LAUTNER et al., 2013), porém o seu papel fisioldgico
ainda ndo foi totalmente elucidado. Até o momento, sabe-se de duas formas que esse novo
peptideo pode ser formado: por meio da hidrélise de Ang A pela ECA 2 ou através da Ang-(1-
7), da mesma forma que acontece a conversao de Ang Il para Ang A, ao sofrer acéo de alguma
descarboxilase, convertendo o residuo de aspartato (Asp) na posicdo 1 da Ang-(1-7) em alanina
(Ala) na Alamandina (ETELVINO el al,. 2014). Esse componente age via receptor MrgD, que
faz parte de familia de receptores acoplados a proteina G relacionados ao MAS (LAUTNER et
al., 2013). Entre seus efeitos conhecidos, podemos citar a producdo de NO atraves da
fosforilagdo da AMPKa, resultando em vasorelaxamento endotélio dependente, o que previne
a hipertrofia causada por Ang Il evitando a regulacio positiva de Myh7 e canal de Ca?* tipo L
(FORRESTER et al., 2018 ; JESUS et al., 2018). Também apresenta efeito anti-hipertensivo e
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anti-fibrotico em ratos tratados com um combinado de Alamandina e B-hidroxipropil
ciclodextrina, e efeitos pressor ou depressor através da sua microinjecéo no bulbo ventrolateral

rostral ou na medula ventrolateral caudal de ratos, respectivamente (LAUTNER et al., 2013).

Além disso, em 2018, Oliveira e colaboradores observaram que a delecédo do receptor MrgD
em camundongos levava ao desenvolvimento de uma pronunciada cardiomiopatia dilatada,
com diminuicdo consideravel do débito cardiaco e hipertrofia dos cardiomidcitos (OLIVEIRA
et al., 2018). Contudo, ainda ndo se sabe qual ou quais altera¢cdes ocorrem na estrutura cardiaca
do coracdo de animais com essa delecdo que podem ser determinantes para um prejuizo na

funcdo cardiaca descrita. A Figura 6 ilustra alguns dos principais efeitos dos peptideos do eixo

protetor.
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Figura 6: Alguns efeitos desencadeados pela ligacdo dos peptideos do eixo protetor aos receptores AT2, MAS e
MrgD.

1.3. Variag0es no sistema cardiovascular ao longo do dia
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A atividade do sistema cardiovascular € modulada ao longo do dia, ocorrendo alteracGes na
pressao arterial (PA) e na frequéncia cardiaca, que diminuem durante o periodo de repouso
(HARTIKAINE et al., 1993) e de oscilagdes na regulacdo do SRA (CHARLOUX et al., 1999;
STERN et al., 1986). A PA geralmente apresenta uma variacdo circadiana, com um pico no
inicio da manhd (HERMIDA et al., 2007) e esse ritmo circadiano tem uma forte influéncia na
biologia e patologia humanas. No inicio da manhd, também foi observado aumento da

frequéncia cardiaca, da atividade de coagulacéo e do ténus vascular (PANZA et al., 1991).

Os eventos mencionados contribuem para uma maior ocorréncia de infarto agudo do miocérdio
(IAM) durante determinados horérios, principalmente nas primeiras horas do dia (KOLATA,
G, 1986 ; COHEN et al., 1997 ; ELLIOTT et al., 2001). Além disso, estudos tém demonstrado
que a desregulacao dos ritmos intrinsecos do sistema cardiovascular, como o ritmo pressorico,
estd associada a um mau progndstico em pacientes com doencas cardiovasculares
(MINAMISAWA et al.,, 2015; MULLER et al., 1985), com a ocorréncia de eventos
cardiovasculares também apresentando variacGes ao longo do dia (BEHRENS et al., 1995;
TAKEDA et al., 2010). Essas varia¢fes na PA sdo atribuidas a flutuacGes nas atividades do
sistema nervoso autdbnomo, ao nivel de cortisol plasmatico e ao SRA. Dessa forma, a flutuacéo
na concentragdo dos componentes do SRA podem ser um fator importante de suscetibilidade

do organismo a acidentes vasculares.

Com o conhecimento atual, pode-se concluir que o SRA estd intimamente ligado ao ritmo
bioldgico, pois uma lesdo no SCN diminui o ritmo da atividade da renina plasmética no rato
(STOYNEV et al., 1980), a infusdo de Ang Il € capaz de modular a expressdo do gene Per2,
provocando diminuicdo da amplitude da expressdo de mRNA da ECA e aumento da expressdo
da ECA 2 com consequente desaparecimento de ritmicidade (HERICHOVA et al., 2013), e a
delecdo de BMALZ1 resulta em uma menor expressdo de ECA 2 (ZHUANG et al., 2021).
Devido a essa estreita conexdo entre 0 SRA e o ritmo bioldgico, é esperado que a concentracao
dos peptideos também apresente ritmicidade. Para investigar essas provaveis flutuagdes,
estudos foram conduzidos utilizando a técnica de radioimunoensaio para a quantificacdo da
Ang Il (KALA etal., 1973; RITTIG et al., 2006). No entanto, é importante ressaltar que a Ang
Il ndo é o Unico componente do sistema, e as limitacdes do radioimunoensaio impediam a
quantificacdo de todos os componentes, uma vez que eles sdo muito semelhantes entre si.
Felizmente, com o avanco de técnicas analiticas como a espectrometria de massa, agora €

possivel realizar quantificacdes do sistema de forma confiavel e abrangente, superando as
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limitacdes anteriores. Essa abordagem é capaz de proporcionar uma visdo mais completa da

dindmica do SRA e sua relagdo com os ritmos bioldgicos.

1.4. Métodos bioquimicos para quantificacdo de peptideos

Varios métodos analiticos foram desenvolvidos para quantificar proteinas e peptideos
em amostras biologicas ao longo dos anos. As primeiras técnicas a surgirem foram a
espectrofotometria, que se baseia na capacidade de absor¢do de um comprimento de onda
especifico pela proteina, usando corantes como o de Bradford ou o método de Lowry, e a
eletroforese em gel de poliacrilamida, que separa as proteinas de acordo com seu tamanho e
carga elétrica. Posteriormente, foram desenvolvidas técnicas como o radioimunoensaio, que
utiliza um radiois6topo marcado para quantificar uma substancia-alvo especifica. O método
ELISA, por sua vez, utiliza anticorpos para realizar a quantificagdo, possibilitando a deteccao
de proteinas especificas e o Western Blot, que combina a separacdo das proteinas por
eletroforese em gel com a utilizacdo de anticorpos para a deteccdo de proteinas especificas,
permitindo uma quantificacdo relativa (CLARK et al., 1986 ; KIM et al., 2017).

Esses métodos tém sido fundamentais para a analise quantitativa de proteinas em amostras
bioldgicas, porém, elas possuem algumas limitacdes. Por exemplo, quando se utiliza anticorpos
para selecionar os compostos de interesse, a precisao da quantificacdo fica atrelada a capacidade
do anticorpo de se ligar a um alvo especifico. No entanto, isso depende da sua eficiéncia em
reconhecer epitopos, sequéncia contendo alguns residuos de aminoacidos de proteinas e
peptideos (SHARP et al., 1985), o que pode gerar ligacbes cruzadas com outras
proteinas/peptideos. As proteinas podem também apresentar pequenas modificacbes como o
truncamento das por¢des N-terminal ou C-terminal, além de modificacdes pds-traducionais,

que poderiam impedir o reconhecimento antigeno-anticorpo.

Para ter precisao na quantificacdo de um composto, principalmente quando este apresenta uma
estrutura pequena, como € o caso dos peptideos do SRA, é preciso levar em consideracdo as
propriedades fisico-quimicas, que sdo determinadas pela sequéncia de residuos de aminoacidos
de cada molécula, resultando em diferentes graus de hidrofobicidade, massa molecular, dentre
outros. A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa € uma técnica analitica que

utiliza tais propriedades fisico-quimicas para identificar e quantificar os peptideos.
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Historicamente, foi na década de 1980 que a espectrometria de massa comegou a ser utilizada
para a analise de peptideos e proteinas, com o desenvolvimento de fontes de ionizagdo mais
brandas, como a ionizacdo do tipo eletrospray o que permite uma melhor anéalise dos
componentes (GRIFFITHS et al., 2008).

Uma forma popular de se utilizar a cromatografia liquida (LC, sigla em inglés) acoplada a
espectrometria de massa (MS, sigla em inglés) para quantificar peptideos de interesse € atraves
do modo direcionado (“target”), que seleciona os alvos de interesse e 0s separa levando em
consideragdo propriedades fisico-quimicas, como massa molecular e hidrofobicidade, e depois
realiza a quantificagdo, em um método denominado “multiple reaction monitoring” (MRM)
“mass spectrometry” (MS), ou MRM-MS. Os principais equipamentos utilizados para realizar
essas analises sdo espectrdmetros de massa com trés analisadores de massa iguais, como o
quadrupolo (Q), denominados triplo quadrupolo MS ou QQQ MS. Neste tipo de MS, os ions
dos peptideos séo filtrados no primeiro quadrupolo (Q1), que se refere & massa molecular do
peptideo de interesse, posteriormente, no Q2, os ions peptideos sdo fragmentados através da
colisdo com um gas inerte, geralmente o argbnio, em uma técnica denominada dissociacao
induzida por colisdo (CID, sigla em inglés), finalmente, os ions gerados sdo analisados no
terceiro quadrupolo (Q3). Por meio da técnica de LC-MRM MS, é possivel identificar e
quantificar os diferentes peptideos do SRA de forma seletiva e quantifica-los, para aumentar o
conhecimento sobre o sistema, adicionando o conhecimento dos peptideos que ainda ndo foram

quantificados.

Sendo assim, neste projeto foi utilizada a técnica de LC-MRM MS para quantificar, de forma

altamente seletiva e especifica, os peptideos do SRA ao longo do dia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial ritmo bioloégico de producdo dos peptideos plasmaticos do SRA
Angiotensina I, Angiotensina Il, Angiotensina-(1-7), Angiotensina-(1-5), Angiotensina A e

Alamandina em camundongos C57BI6/J durante o ciclo claro/escuro.

2.2. Objetivos especificos

o Desenvolver um método analitico para a quantificagdo dos peptideos de interesse;
o Aprimorar o protocolo para extracdo do conteudo peptidico de amostras de sangue;
o Quantificar a concentracdo plasmatica dos peptideos de interesse em 4 horarios

estabelecidos do dia (ZTs);
o Avaliar a existéncia em potencial de flutuacGes temporais na concentracdo circulante

dos diferentes peptideos ao longo do dia;
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados animais C57BI16/J machos de 12 semanas de idade. Essa linhagem foi
escolhida pois ndo produzem melatonina (KASAHARA et al., 2010). Sendo assim,
minimizamos a possivel interferéncia do hormdnio melatonina na oscilacdo dos peptideos. Os
animais eram provenientes do Centro de Bioterismo do ICB/UFMG (CEBIO) e foram mantidos
no Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas-2 (BICBIO-2) até atingirem a idade desejada.
Todos os animais foram mantidos sob dieta normal com livre acesso a &gua e comida, em um
ambiente climatizado a 23°C com fotoperiodo de claro/escuro de 12 horas cada. Todos 0s
procedimentos aqui descritos respeitaram as diretrizes estabelecidas pela Comisséo de Etica do
Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o protocolo aprovado de nimero 253/2022.

3.2. Reagentes Utilizados

Acetonitrila (sigma-aldrich, USA); Metanol (sigma-aldrich, USA), Acido Férmico (Merck,
Alemanha), Pepstatin A (sigma-aldrich, USA), 1,10-fenantrolina (sigma-aldrich, USA),
Peroxymonophosphate (sigma-aldrich, USA), Fluoreto de fenilmetilsulfonil (sigma-aldrich,
USA), EDTA (Labsynth, Brasil), os peptideos Ang I, Ang Il, Ang A, Ang-(1-7), Ang-(1-5) e

Alamandina foram gentilmente fornecidos pelo professor Robson Augusto Souza dos Santos.

3.3. Coleta do sangue

Durante 0 experimento, os animais foram eutanasiados por decapitacdo em quatro periodos
diferentes do dia (ZTs): 7:00 horas (ZT00) - quando as luzes do biotério sdo acesas e se inicia
0 "periodo de inatividade", 13:00 horas (ZT06) - correspondente a metade do periodo de
inatividade, 19:00 horas (ZT12) - quando as luzes sdo apagadas e se inicia o0 “periodo de
atividade", e 1:00 hora (ZT18) - correspondente a metade do periodo de atividade dos
camundongos. Dessa forma, as coletas foram feitas com uma diferenca de 6 horas entre cada

periodo.
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Para garantir que o fotoperiodo dos animais ndo fosse alterado durante as coletas noturnas
(19:00 horas e 1:00 hora), eles ndo foram expostos a luz branca, apenas a luz vermelha (A 620-
640nm) de baixa intensidade, que nédo interfere no relogio bioldégico (THAPAN et el., 2001 ;
HANIFIN et al., 2006). O sangue (400 uL) foi coletado em microtubos do tipo eppendorf “low-
binding” de 1,5 mL contendo 140 uL do coquetel de inibidores de protease juntamente com
agente anticoagulante (POOH 1 mM; 1,10-Fenantrolina 30 mM; PMSF 1 mM; EDTA 7,5%;
Pepstatin A 1 mM). Em seguida, o sangue foi centrifugado por 15 minutos a 4°C e 2700 g. O

plasma foi separado, coletado e acondicionado em ultrafreezer, na temperatura de -80°C.

3.4. Extracdo de peptideos plasmaticos

Para processar o plasma, foram utilizadas colunas de extracdo solida C18 (Sep-Pak, Waters,
EUA). Essas colunas possuem uma fase estacionaria a base de silica modificada quimicamente
com cadeias longas de hidrocarbonetos contendo 18 atomos de carbono cada, o que confere a

coluna um carater hidrofdbico, as tornando ideais para separacao de peptideos.

Foi alocada uma coluna para cada amostra, na qual a resina C18 foi devidamente limpa e ativada
através de duas lavagens consecutivas com 10 mL de acetonitrila 99% e 0,1% de &cido férmico
(AF), seguidas por 10 mL de uma solucdo de 0,1% de AF em agua. Em seguida, adicionou-se
a coluna uma solucdo contendo 3 mL de BSA a 0,1% e 0,1% de AF em &gua, que foi
primeiramente lavada com 10 mL de acetonitrila 10% e, posteriormente, com 3 mL de 0,1% de

AF em &gua.

ApoOs essa etapa, a amostra de plasma (aproximadamente 300 uL) foi adicionada a coluna e
lavada duas vezes com 10 mL de AF 0,1% e 3 mL de acetonitrila 10%. Essa menor
concentracdo de solvente organico foi utilizada para descartar os componentes presentes que

possuiam menor hidrofobicidade em relacdo aos peptideos de interesse.

Em sequéncia, os peptideos foram eluidos da coluna para tubos de polipropileno de baixa
ligacdo (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) utilizando uma solugdo composta por 40% de
acetonitrila e AF 0,1%. Por fim, o solvente foi evaporado em um SpeedVac (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) a uma temperatura constante de 30°C, e os tubos foram armazenados

em freezer a -20°C.
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3.5. Analise de LC-MRM

As amostras foram ressuspensas em 50 uL de AF 0,1% e analisadas no sistema ACQUITY I-
Class UPLC (Waters, EUA) acoplado via ionizagao por electrospray (ESI) a espectrometria de
massa em tandem ( LC-ESI-MS/MS Xevo TQ-S, Waters, EUA). A separacdo cromatografica
foi feita em uma coluna C18 (ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 130 A, 1,7 um, 2,1 mm X
100 mm, Waters, Milford, MA, EUA).

O espectrometro de massa foi operado no modo MRM. Essa técnica utiliza os trés analisadores
de massa do tipo triplo quadrupolo MS para primeiro analisar e selecionar o ion peptidico
correspondente a0 composto de interesse no primeiro quadrupolo (Q1), com fragmentacéo
subsequente desse ion alvo para produzir uma variedade de ions filhos no segundo quadrupolo
(Q2). Um ou mais ions-filhos podem ser selecionados e analisados para fins de quantificacdo
no terceiro quadrupolo (Q3). Somente 0s compostos que atendem a ambos 0s critérios (ion
parental especifico e ions filhos especificos, também denominados transi¢fes) sdo isolados,
analisados e detectados no espectrdmetro de massa. Ao descartar todos 0s outros ions presentes,

0 experimento ganha sensibilidade, mantendo a sua seletividade e especificidade.

3.5.1 Otimizacdo do método MRM

Os peptideos do SRA que foram selecionados para quantificacdo nas amostras

bioldgicas foram:

° Ang | [H-Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe-His-Leu-OH]
° Ang Il [H-Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe-OH]

° Ang A [H-Ala-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe-OH]

° Ang-(1-7) [H-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-OH]

° Alamandina [H-Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-OH]

° Ang-(1-5) [H-Asp-Arg-Val-Tyr-1le-OH]

Para padronizar o método de quantificacdo de cada peptideo, ou seja, determinar quais
transi¢cOes seriam usadas, cada composto foi infundido diretamente no espectrémetro de massa,
na concentracdo de 1 nanograma por mililitro (1 ng/mL) em solugdo de AF 0,1%. Foram

avaliadas quais relagbes massa/carga (m/z) dos peptideos de interesse apresentavam uma maior
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intensidade. Apos identificar os ions de interesse, foram realizadas uma série de fragmentacdes
para encontrar os chamados "ions filhos", que também seriam identificados com maior
intensidade pelo equipamento, foi determinada a energia de colisdo (CID) e a voltagem do cone.
Dessa forma, foi possivel determinar as melhores transi¢cdes, ou seja, 0s melhores ions do

peptideo (MS) e os melhores ions filhos (MS/MS), quando analisados no MS.

3.5.2 Parametros Utilizados

Cada amostra foi ressuspensa em 50 pl de acido formico 0,1% (fator de concentragdo da
amostra = 8 vezes). Em seguida, 30 ul foram utilizados para as analises, o restante foi
acondicionado a 4°C. Cada cromatografia durou 5,5 min. Foi utilizada para a separacdo
cromatografica uma coluna de C18 (ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 130 A, 1.7 pm, 2.1
mm x 100 mm, Waters, Milford, MA, USA) e dois solventes, o solvente A consistia em AF
0,1% em H.0O e solvente B em AF 0,1% em acetonitrila. O gradiente cromatogréafico esta
especificado na tabela 1. Com relacdo a analise de MS, os principais parametros foram: (i)
capilar = 3,5 kV; (ii) cone = 20 V; (iii) temperatura do gas de dessolvatacdo (hidrogénio) =
550°C. A energia de colisdo (gas argdnio) foi ajustada para cada peptideo. Na tabela 2 estdo

especificados os parametros para analise de cada transi¢cdo monitorada pelo MS no modo MRM.

Tempo (min) | Fluxo (mL/Min) | % solvente A | % solvente B Curva
0,00 0,3 97 3 Inicial
3,50 0,3 60 40 6
3,51 0,3 1 99 6
4,50 0,3 1 99 6
4,51 0,3 97 3 6
5,50 0,3 97 3 6

Tabela 1: Gradiente cromatogréafico utilizado
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Peptideo fon Parental (m/z) Transicdo (m/z) Energia de Dwell (s) Tempo de
Coliséo (V) retencdo
(min)
Angioten 4222 4222 - 647,4 15 0,015 2,4-3,35
sina |
Angioten 349,7 349,7 - 255,2 19 0,035 2,35-3,2
sina Il
Angiote 349,7 349,7 - 371,2 9 0,035 2,35-3,2
nsina Il
Angiote 3351 335,1-231,8 7 0,043 2,4-38
nsina A
Angiote 335,1 335,1 - 513,2 8 0,043 2,4-38
nsina A
Angiote 300,8 300,8 - 110,1 23 0,034 16-25
nsina-
(1-7)
Angiote 300,8 300,8 - 371,2 7 0,034 16-25
nsina-
(1-7)
Angiote 3331 333,1-371,2 10 0,010 22-3
nsina-
(1-5)
Angiote 3331 333,1-534,3 9 0,010 22-3
nsina-
(1-5)
Alaman 286,1 286,1 - 136,1 15 0,034 16-28
dina
Alaman 286,1 286,1 - 327,2 8 0,040 16-28
dina

Tabela 2: pardmetros dos peptideos analisados no equipamento XEVO-TQS.

3.6. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados utilizando trés animais para o ZT18 (n = 3) e cinco animais

para os demais ZTs (n = 5), com excecao do peptideo Ang-(1-5), para o qual foram utilizados
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quatro animais no ZT00 (n = 4). Inicialmente, foram feitos testes de ANOVA para avaliar as
diferengas na concentracdo plasmaética dos peptideos, utilizando o software GraphPad Prism
v.7.0. Em seguida, foram realizados os testes de ritmicidade através dos algoritmos JTK_Cycle
e RAIN, utilizando o NiteCap, fornecido pela Escola de Medicina Perelman, Universidade da
Pensilvania. Um valor de p < 0,05 foi considerado para mostrar significncia estatistica entre
as médias dos grupos em todas as analises.

Todos os testes sao utilizados para avaliar dados ndo paramétricos. O algoritmo JTK_Cycle
avalia oscilagdes monotonicas e é capaz de prever a fase, amplitude e periodo dos ciclos. Esse
teste organiza as medianas de cada ZT em ordem crescente e as compara, a hipotese nula é
considerada quando os valores de dois pontos consecutivos séo idénticos, e é valida quando as
medianas consecutivas sao todas diferentes entre si (HUGHES et al., 2010). Devido a essa
caracteristica, o algoritmo JTK_Cycle s6 considera ritmicos os casos em que as ondas de
oscilacdo sdo assimétricas. Para superar essa limitacdo, foi utilizado o teste RAIN, que pode
detectar ritmos de qualquer periodo e faz poucas suposic¢des sobre as formas de onda analisando

as partes ascendentes e descendentes da curva separadamente (THABEN et al., 2014).
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Figura 7: Esquema do método utilizado para a quantificacdo dos componentes do SRA. a) Coleta do plasma em
quatro diferentes ZTs seguido de extracdo e eluicdo dos peptideos de interesse b) Obtencdo dos espectros

correspondentes aos peptideos e quantificacdo absoluta no espectrdmetro de massa XEVO-TQS.
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4. Resultados

4.1. Diferenca na concentragdo plasmatica

Visando determinar o potencial ritmo bioldgico dos peptideos do SRA, foram realizadas
analises quantitativas dos peptideos plasmaticos. A Ang I, Ang Il, Ang A, Ang-(1-7), Ang-(1-
5) e Alamandina foram quantificadas utilizando a técnica de LC-MRM em quatro diferentes
periodos do dia (ZT00, ZT06, ZT12 e ZT18), como ilustrado na Figura 7. Esses periodos foram
escolhidos para representar momentos-chave do ciclo circadiano, permitindo uma investigacao
dos possiveis ritmos desses peptideos no organismo. A LC-MRM foi empregada devido a sua

alta sensibilidade e capacidade de analise precisa dos diferentes peptideos do SRA.
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Figura 8: Concentracdo plasmaética do peptideo Ang | nos quatro diferentes ZTs avaliados (ZT00n =5; ZT06 n =
5; ZT12 n =5; ZT18 n = 3). Os dados estdo expressos utilizando a média dos valores e o desvio padrdo (+ DP).
Foi realizado o teste ANOVA seguido do pés-teste de comparagdes multiplas de Tukey. * Concentragdo diferente
do ZT00, p < 0,05. # Concentragdo diferente do ZT06, p < 0,05. & Concentragdo diferente do ZT12, p < 0,05. %
Concentracéo diferente do ZT18, p < 0,05

Como demonstrado na Figura 8, o decapeptideo Ang I, que inicia a cascata de formacdo dos

peptideos do SRA, apresentou um pico de producao no ZT18 (u =2 pg/mL =+ 0,95). Por outro
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lado, a concentragdo de Ang | nos outros trés ZTs analisados ndo apresentou diferenga
pronunciadas nas concentragdes entre si (ZT00 p= 0,11 pg/mL + 0,13, ZT06 u = 0,38 pg/mL
+0,26, ZT12 p=0,4 pg/mL +0,2).

4.1.1. Eixo Canonico / Pressor
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Figura 9: ConcentracGes plasmaticas do peptideo Ang Il nos quatro diferentes ZTs avaliados (ZT00 n =5; ZT06
n=>5;ZT12n=5; ZT18 n = 3). Os dados estdo expressos utilizando a média dos valores e o desvio padrao (+
DP). Foi realizado o teste ANOVA seguido do pés-teste de comparagdes maltiplas de Tukey. * Concentracao
diferente do ZT0O, p < 0,05. # Concentracdo diferente do ZT06, p < 0,05. & Concentragdo diferente do ZT12, p <
0,05. % Concentracgdo diferente do ZT18, p < 0,05

Assim como a Ang |, o peptideo Ang Il apresentou concentragcdes plasmaticas relativamente
estaveis ao longo do dia (ZT00 n=10,011 pg/mL + 0,005, ZT06 pn= 0,009 pg/mL £ 0,003, ZT12
u=0,014 pg/mL £ 0,002), com um pico na sua produc¢do no ZT18 (u= 0,048 pg/mL + 0,002),

que corresponde a metade do periodo de atividade dos animais (Figura 9).
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Figura 10: Concentracfes plasméticas do peptideo Ang A nos quatro diferentes ZTs avaliados (ZT00 n=5; ZT06
n=>5; ZT12 n =5; ZT18 n = 3). Os dados estdo expressos utilizando a média dos valores e o desvio padréo (+
DP). Foi realizado o teste ANOVA seguido do pos-teste de comparacfes maltiplas de Tukey. * Concentragdo
diferente do ZT0O, p < 0,05. # Concentracdo diferente do ZT06, p < 0,05. & Concentragdo diferente do ZT12, p <
0,05. % Concentracgdo diferente do ZT18, p < 0,05

Assim como os peptideos Ang | e Ang 11, a Ang A manteve concentracdes plasmaticas baixas
ao longo do dia (ZT00 p = 0,01 pg/mL + 0,001, ZT06 pn = 0,005 pg/mL + 0,002, ZT12 p =
0,001 pg/mL + 0,0005), alcangando o seu pico de produgdo no ZT18 (u= 0,047 pg/mL % 0,03),

guando foi observada uma diferenca estatisticamente significativa no ZT18 (Figura 10).
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4.1.2. Eixo Nao Canobnico / Protetor
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Figura 11: Concentragdes plasmaticas do peptideo Ang-(1-7) nos quatro diferentes ZTs avaliados (ZT00 n = 5;
ZT06 n=5;ZT12n =5; ZT18 n = 3). Os dados estdo expressos utilizando a média dos valores e 0 desvio padrao
(x DP). Foi realizado o teste ANOVA seguido do pés-teste de comparacg8es multiplas de Tukey. * Concentragdo
diferente do ZT0O, p < 0,05. # Concentracdo diferente do ZT06, p < 0,05. & Concentragdo diferente do ZT12, p <
0,05. % Concentracgdo diferente do ZT18, p < 0,05

Assim como demonstrado anteriormente, para os peptideos do eixo canbnico do SRA, o
peptideo Ang-(1-7) (Figura 11) apresentou um pico de producdo na segunda metade do periodo
de atividade dos animais (ZT18 pu = 0,125 pg/mL + 0,07). A Ang-(1-7) foi o0 componente que
demonstrou uma concentracdo plasmatica mais baixa no inicio do periodo de inatividade
(ZT00, u= 10,02 pg/mL + 0,001), com aumento gradual até 0 ZT06 (u=0,1 pg/mL + 0,02) e se
mantendo mais elevada no ZT12 (u= 0,09 pg/mL =+ 0,022).
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Figura 12: Concentra¢Bes plasmaticas do peptideo Ang-(1-5) nos quatro diferentes ZTs avaliados (ZT00 n = 4;
ZT06 n=5;ZT12n=5; ZT18 n = 3). Os dados estdo expressos utilizando a média dos valores e o desvio padrao
(x DP). Foi realizado o teste ANOVA seguido do pés-teste de comparagBes multiplas de Tukey. * Concentragdo
diferente do ZT0O, p < 0,05. # Concentracao diferente do ZT06, p < 0,05. & Concentragdo diferente do ZT12, p <
0,05. % Concentragdo diferente do ZT18, p < 0,05

O peptideo Ang-(1-5) (Figura 12) apresentou uma oscilagdo no seu perfil de concentragdo
plasmatica, com baixa abundéancia plasmatica no inicio da fase clara (ZT00 pn = 0,001 pg/mL +
0,001), atingindo seu apice seis horas depois (ZT06, p = 0,01 pg/mL + 0,003), com reducéo
significativa no inicio da fase escura (ZT12, p = 0,0007 pg/mL + 0,0003) e aumentando,
novamente, no ZT18 (n = 0,006 pg/mL + 0,001).
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Figura 13: Concentragdes plasmaticas do peptideo Alamandina nos quatro diferentes ZTs avaliados (ZT00 n = 5;

ZT06 n=5;ZT12n=5; ZT18 n = 3). Os dados estdo expressos utilizando a média dos valores e o0 desvio padrao

(+ DP). Foi realizado o teste ANOVA seguido do pds-teste de comparagdes multiplas de Tukey. * Concentracao
diferente do ZT0O, p < 0,05. # Concentracao diferente do ZT06, p < 0,05. & Concentragdo diferente do ZT12, p <

0,05. % Concentragdo diferente do ZT18, p < 0,05

O perfil de concentracdo plasmética da Alamandina apresentou uma tendéncia de

variacdo semelhante aos seus precursores, com aumentos de concentracdo no inicio do ciclo de

inatividade (ZT00, p = 0,007 pg/mL + 0,001), se mantendo baixa durante todo o dia, mas

aumentando consideravelmente no meio do ciclo de atividade (ZT18). A Figura 13 representa

a concentracao plasmatica da Alamandina (ZT06 p = 0,002 pg/mL + 0,001; ZT12 p = 0,001
pg/mL £ 0,0008; ZT18 p= 0,023 pg/mL £ 0,009).

4.2. Testes de ritmicidade
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Atraveés dos testes de analise de variancia (ANOVA), foi possivel determinar que realmente ha
diferengas na concentracdo plasmatica de todos os peptideos avaliados ao longo do dia. Porém,
esse teste estatistico ndo avalia a existéncia de ritmos biologicos. Sendo assim, foram utilizados
os algoritmos JTK_Cycle e RAIN para confirmar ou refutar se a hipdtese de que os peptideos

do SRA apresentavam um comportamento ritmico.

No teste JTK Cycle (Figuras 14 a 19), os peptideos que apresentaram um perfil ritmico na
concentracdo plasmatica foram: Ang 11, Ang-(1-7), Ang-(1-5) e Alamandina. Ja no teste RAIN,
os peptideos com variacdo significativa foram Ang I, Ang Il, Ang-(1-7) e Ang-(1-5). Ambos
0s testes consideraram uma variagdo significativa quando p < 0,05. Peptideos que passaram em
pelo menos um dos testes foram considerados como tendo um padréo ritmico. E importante
destacar que a Ang A ndo apresentou valor significativo em nenhum dos testes. Portanto, este

foi 0 Unico peptideo avaliado que ndo demonstrou oscilagdo temporal.
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Figura 14: Oscilacdo do peptideo Angiotensina I, JTK_Cycle, p > 0,05; RAIN, p = 0,0005; Acrofase (pico) =ZT18
(ZT00,n=5; ZT06,n=5; ZT12,n=5; ZT18, n = 3).
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4.2.1. Eixo Canodnico / Pressor
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Figura 15: Oscilacdo do peptideo Angiotensina I, JTK_Cycle, p = 0,004; RAIN, p = 0,0002; Acrofase = ZT18;
Periodo aproximado de oscilagéo = 24h (ritmo circadiano). ZT00, n =5; ZT06, n =5; ZT12,n=5; ZT18 n = 3.
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Figura 16: Oscilacao do peptideo Angiotensina A, JTK_Cycle p > 0,05; RAIN p > 0,05; Acrofase = ZT18; Periodo
aproximado de oscilagdo = 18h (ritmo ultradiano). ZT00, n =5; ZT06, n =5; ZT12,n=5; ZT18,n = 3.
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Figura 17: Oscilagéo do peptideo Angiotensina-(1-7), JTK_Cycle p = 0,01; RAIN p = 0,007; Acrofase = ZT18;
Periodo aproximado de oscilacéo = 18h (ritmo ultradiano). ZT00, n = 5; ZT06,n =5; ZT12,n=5; ZT18,n = 3.
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Figura 18: Oscilacao do peptideo Angiotensina-(1-5), JTK_Cycle p = 0,00001; RAIN p = 0,005 Acrofase = ZT06;
Periodo aproximado de oscilacéo = 18h (ritmo ultradiano). ZT00, n = 4; ZT06,n =5; ZT12,n=5; ZT18,n= 3.
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Figura 19: Oscilacdo do peptideo Alamandina, JTK_Cycle p = 0,00008; RAIN p > 0,05; Acrofase no ZT18;
Periodo aproximado de oscilacdo = 18h (ZTOOn=5; ZT06 n =5; ZT12n=5; ZT18 n = 3).

4.3 Taxa de conversdo relativa entre os peptideos avaliados em diferentes ZTs

Este trabalho visou quantificar a concentracdo plasmatica de alguns peptideos do SRA ao longo
do dia. Contudo, visando estabelecer uma relacdo indireta da atividade das enzimas formadoras
de tais peptideos (Figura 4), foi realizada a razdo entre os produtos e seus substratos, utilizando
as concentragdes absolutas de cada peptideo e em cada ZT (Figura 20). A conversdo da Ang |
para Ang Il, realizada pela ECA, nos forneceu uma ideia da atividade catalitica desta enzima,
que apresentou a sua acrofase no ZTO0O (Figura 20A). A conversdo de Ang Il para Ang-(1-7)
nos fornece uma ideia da atividade da ECA 2, que apresentou o seu pico de atividade na metade

do periodo claro (Figura 20B).
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Figura 20: Relagdo entre as concentraces dos peptideos nos diferentes ZTs. (a) Relacdo entre Ang | e Ang II.
Oscilagdo: JTK_Cycle p > 0,05 ; RAIN p > 0,05 ; Acrofase no ZT00. (b) Relacdo entre Ang Il e Ang-(1-7).
Oscilagdo: JTK_Cycle p > 0,05 ; RAIN p > 0,05 ; Acrofase no ZT06.
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5. Discussao

O SRA desempenha um papel crucial na regulacdo de varios processos fisioldgicos em todo o
corpo, devido a essa caracteristica, € esperado que, para manter a homeostase a medida que as
necessidades fisioldgicas mudam ao longo do dia, os peptideos desse sistema apresentem
oscilacBes ritmicas. Embora a glicoproteina Angiotensinogénio, precursor dos peptideos do
SRA, nédo apresente ritmo biolégico em humanos (NISHIJIMA et al., 2014), estudos em
camundongos mostraram variagdes na sua concentracdo plasmatica e nos niveis de expressao
de mRNA no periodo de 24h. Estudos indicam uma menor expressao de mRNA do
Angiotensinogénio no ZT00, aumentando gradativamente ao longo do dia, com sua acrofase
(pico de producéo) ocorrendo oito horas apos o inicio da fase clara, ou seja, no ZT08 (NAITO
etal., 2002 ; TOKONAMI et al., 2014).

A baixa abundéncia de Angiotensinogénio no inicio da fase clara, conforme relatado por
Tokonami et al. e Naito et al., esta de acordo com os resultados aqui reportados, que indicam
uma baixa concentracdo plasmatica de todos os peptideos do sistema quantificados nesse
periodo. Além disso, 0 Angiotensinogénio aumenta tanto a sua expressao quanto a concentracao
plasmatica ao longo da fase clara e sofre uma nova reducgdo no inicio da fase escura. Essa
segunda diminuicdo pode estar associada aos resultados encontrados (Figuras 8 a 11 e Figura
13), uma vez que, com excecdo da Ang-(1-5) (Figura 12), todos os peptideos apresentam
acrofase no meio da fase escura. Esse aumento pode estar relacionado com a converséo da
glicoproteina em seus subprodutos ao longo da noite, periodo de maior atividade dos
camundongos. Essas descobertas sugerem que a ritmicidade dos peptideos do SRA nesse
modelo pode estar relacionada com a alteracdo na concentracdo plasmaética do precursor do

sistema.

Neste trabalho, demonstramos que todos os subprodutos do Angiotensinogénio, com excecao
da Ang A, apresentam algum grau de ritmicidade. A Ang Il apresentou uma oscilacdo ritmica
ao longo do dia, seguindo um padréo circadiano, enquanto os peptideos do eixo ndo-candnico,
Ang-(1-7), Ang-(1-5) e Alamandina, exibiram oscilagbes ultradianas, com um periodo de
aproximadamente 18 horas. N&o foi possivel determinar o periodo de oscilagdo para a Ang I,
uma vez que essa andlise é baseada nos resultados obtidos pelo teste JTK_Cycle e esse peptideo

apresentou alteracdo estatistica apenas no teste de curva assimétrica RAIN.
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O primeiro peptideo analisado foi a Ang I, que, apesar de ndo apresentar atividade fisiologica
significativa, é de extrema importancia como ponto inicial tanto para o eixo candnico quanto
para o eixo protetor do SRA. Essa molécula é formada pela acdo catalitica da enzima Renina
sobre 0 Angiotensinogénio, e ja foi evidenciado que ha variagdes ritmicas na sua atividade
plasmaética tanto em camundongos como em humanos (GORDON et al., 1966; MODLINGER
etal., 1976; HILFENHAUS et al., 1976; KAWASAKI et al., 1990). O periodo de oscilagdo da
atividade catalitica da Renina ainda ndo esta bem definido, pois diferentes autores, como
Modlinger et al., Hilfenhaus et al. e Kawasaki et al., relatam a existéncia de uma periodicidade
circadiana, enquanto um estudo realizado em humanos por Brandenberger et al. indicou que a
atividade da enzima pode apresentar oscilagdes ultradianas, variando de acordo com a ingestéo
de alimentos durante o periodo de atividade ou de acordo com as fases do sono (REM e néo
REM) durante o repouso (BRANDENBERGER et al., 1985). Essas discrepancias nos estudos
podem estar relacionadas aos periodos de coleta das amostras ou aos métodos utilizados para
determinar o perfil de oscilacdo. No entanto, € importante destacar que em todos os trabalhos a
ritmicidade da Renina esta presente, dessa forma, nossos achados estdo em concordancia com
0 esperado, uma vez que a Ang | apresentou um padrdo de oscilacdo assimétrica (Figura 14),
com maior concentracdo durante a fase escura em que a expressdao de Renina comeca a
aumentar (NAITO et al., 2002).

Os dois componentes do eixo pressor selecionados para analise apresentaram comportamentos
distintos. Enquanto a Ang Il exibiu uma oscilagdo ritmica monotonica de aproximadamente 24
horas, consistente com a literatura sobre as oscilagdes diurnas desse peptideo (KALA et al.,
1973), a Ang A ndo mostrou nenhum tipo de oscilacdo. A sintese da Ang Il ocorre
principalmente através da clivagem da Ang | pela ECA, e, uma vez que a ECA apresenta
oscilacdo circadiana (VEGLIO et al., 1987; CUGINI et al., 1988), é esperado que seu
subproduto, a Ang I1, tenha 0 mesmo perfil. Além disso, a expressao e atividade da ECA atinge
0 pico no meio do periodo de atividade (NAITO et al., 2002; CUGINI et al., 2004), o que se
assemelha a acrofase da Ang Il no ZT18 (Figura 9). Ademais, Naito et al. também
demonstraram um aumento de mRNA dos receptores AT1 e AT2, de forma coordenada com a
ECA. Esses dados nos levam a postular que o meio do periodo de atividade desses animais € 0
momento em que O eix0 pressor se encontra mais ativo, possivelmente relacionado com a
regulacdo positiva do metabolismo do animal nesse periodo. Vale também ressaltar que a
expressao de mRNA de AT1 é muito mais constante ao longo do dia, com um leve aumento no

inicio da fase escura, enquanto a expressdo de AT2 demonstrou alteracbes pronunciadas
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(NAITO et al., 2002; HERICHOVA et al., 2013). A partir desse dado podemos inferir que o
papel do eixo pressor ndo s6 esta ligado a concentracdo de seus peptideos, mas também a
prevaléncia de seus diferentes receptores. Por exemplo, a maior incidéncia de acidentes
cardiovasculares nas primeiras horas da manha, que apesar de nao corresponder a acrofase de
Ang Il (Figura 9), pode ser explicado pelo momento em que o0 mMRNA do receptor AT2 esta

menos abundante, o que pode resultar em um efeito constritor mais intenso da Ang I1.

A enzima responsavel pela formacdo da Ang A ainda é desconhecida, logo, ndo podemos fazer
inferéncias comparando os nossos resultados com estudos anteriores. Apesar disso, uma vez
que os nossos dados demonstraram variagfes na concentracdo da Ang A durante o dia, mas
nenhum tipo de ritmo, podemos postular, inicialmente, que tal enzima, ainda que desconhecida,
ndo apresenta ciclo de atividade periddica e que as variacdes observadas ao longo do dia estdo

associadas a concentragdo do substrato Ang I1.

Ao avaliar o eixo protetor, identificamos a presenca de um padréo ultradiano em todos 0s
peptideos selecionados, com ciclos que se repetem aproximadamente a cada 18 horas. O
peptideo Ang-(1-7), considerado o principal componente do eixo protetor do SRA, foi o que
apresentou uma concentracdo plasmatica mais homogénea ao longo do dia, com um aumento
significativo no ZT06 (13:00h), mantendo-se elevada até o ZT18 (01:00h) e, posteriormente,
tendo uma queda no ZT0O0 (7:00h). Esse é o componente conhecido com mais vias de formacao
e possiveis precursores dentro do SRA, dessa forma, sua ritmicidade poderia ser gerada apenas
por uma das enzimas ou pela combinacdo da atividade dessas. A sintese da Ang-(1-7) pode
ocorrer pela acdo da ECA sobre a Ang-(1-9), que segue um padrdo de oscilacdo ritmica em sua
atividade catalitica (VEGLIO et al., 1987; CUGINI et al., 1988), e também pela ECA 2 sobre
a Ang |1, que também apresenta oscila¢fes na expressao de mMRNA ao longo do dia, com o pico
de concentracdo no meio da fase escura em ratos (HERICHOVA et al., 2013), 0 que esta de
acordo com a acrofase observada (Figura 11). Além disso, a Ang-(1-7) também pode ser
formada pela acdo da NEP, que, pelo que sabemos, ndo existem dados na literatura que abordem
a expressdo dessa enzima ao longo do dia, o que impossibilita uma inferéncia ou correlacao
com as concentracdes plasmaticas de Ang-(1-7). Com base nos nossos resultados e nas
evidéncias da literatura, postulamos que a ritmicidade da Ang-(1-7) ¢ um resultado das

oscilacBes na atividade catalitica de pelo menos duas enzimas, a ECA e a ECA 2.

A Alamandina apresentou um padrao ritmico semelhante aos outros peptideos do eixo protetor

do SRA, com a acrofase ocorrendo em um momento semelhante ao da Ang A e Ang-(1-7), os
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seus precursores conhecidos. Observou-se que a concentracdo de Alamandina foi menor nos
ZTs 00, 06 e 12, e maior no ZT18. No entanto, em contraste com a Ang A, a Alamandina
demonstrou um valor significativo de ritmicidade de acordo com o algoritmo JTK_Cycle. Essa
diferenca provavelmente se deve ao fato da Alamandina possuir mais de uma via de formacéo.
Assim como é o caso da conversdo de Ang Il para Ang A, ainda ndo se sabe qual enzima é
responsavel pela transformacdo da Ang-(1-7) em Alamandina, porém, a principio, supondo que
seja a mesma proteina, podemos prever que ela ndo esta relacionada com o ritmo encontrado.
Partindo desse pressuposto, a responsavel pela oscilagdo plasmaética da Alamandina é
provavelmente a ECA 2, o que também é corroborado pelo fato de que a acrofase desse peptideo
coincide com o pico de expressdo da ECA 2 (HERICHOVA et al., 2013). Esses achados
reforcam a grande semelhanca entre a Ang-(1-7) e a Alamandina, que apresentam uma
concentracdo plasmatica ultradiana, com acrofase na metade do periodo de atividade,

possivelmente provocada pela mesma enzima.

A Ang-(1-5) se destacou como o peptideo com o padrdo ritmico mais distinto entre todos 0s
avaliados. Observou-se uma baixa concentracdo no ZT00, um pico no ZT06, com queda no
ZT12 e novo aumento no ZT18. A ritmicidade desse componente provavelmente € resultado da
oscilacdo na atividade catalitica da ECA. No entanto, é curioso que, apesar de ser formado pela
mesma enzima que a Ang-(1-7), a Ang-(1-5) possui um padréo téo distinto, sendo o Unico a
apresentar acrofase durante a fase clara. A falta de semelhanca na oscilacdo da Ang-(1-5) com
a Ang-(1-7), apontada como seu precursor, pode sugerir a existéncia de uma via alternativa de
formagéo ainda ndo descoberta ou uma velocidade de degradacéo distinta (meia-vida) entre os

dois peptideos ao longo do dia.

Além disso, outro dado que chama a atencdo € a relagdo da concentracdo da Ang-(1-5) com a
oscilacdo de expressdo de mRNA da ECA, descrito por Naito et al. (2002), que nédo se
assemelha aos nossos resultados, esse estudo apontou o menor nivel de expressao da enzima
ocorrendo na metade da fase clara, sendo o inverso do que era esperado pela nossa
quantificacdo. Esse dado contraditorio também pode corroborar uma via alternativa de sintese
de Ang-(1-5). Contudo, tal inferéncia deve ser feita com cautela, pois a abundancia de mRNA
ndo necessariamente reflete em abundancia da enzima, muito menos na sua atividade ou na
meia vida do peptideo na circulagdo. Sendo assim, se faz necessérios testes de atividade
enzimatica, a serem realizados concomitantemente com a quantificacdo dos componentes por
LC-MRM, para que tenhamos um entendimento mais preciso do processo e de seu ritmo

bioldgico.
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Os nossos resultados apresentam algumas descobertas interessantes que merecem destaque. A
prevaléncia de todos os componentes do sistema, com exce¢cdo da Ang-(1-5), no ZT18
correspondente a metade do periodo de atividade dos camundongos, sugere que esse pode ser
um momento crucial para a regulacdo do SRA como um todo. Como ndo observamos um pico
de expressao do eixo pressor no inicio da fase clara nem no inicio do periodo de atividade (fase
escura), pelo menos em camundongos ndo € possivel estabelecer uma ligacdo entre a
concentracdo plasmatica da Ang Il e os acidentes cardiovasculares observados em humanos no
inicio da manhd. Uma hipdtese que pode ser elaborada é que, em alguns individuos possa
ocorrer um desequilibrio no ritmo desses peptideos, com consequente aumento na concentracdo
de Ang Il e diminuicdo de Ang-(1-7) nas primeiras horas do periodo claro, favorecendo o
acometimento de episddios agudos de doencas vasculares. Contudo, dois pontos devem ser
destacados, (i) o ritmo dos peptideos circulantes do SRA pode ser diferente em Homo sapiens,
sendo necessario realizar um estudo semelhante em humanos, e (ii) ndo foi realizada a
quantificacdo dos peptideos no tecido cardiaco, sendo possivel que eles apresentem um ritmo
diferente do encontrado na circulagdo, podendo estar associados a prevaléncia de doencas
vasculares proximas ao ZT00 (07:00h). Além disso, € possivel que tais eventos adversos
ocorram devido ao padréo de expressdo dos receptores AT1 e AT2, em que o primeiro, receptor
do eixo pressor, apresentou uma maior expressao no inicio do periodo de atividade (NAITO et
al., 2002; HERICHOVA et al., 2013).

A relacdo entre a Ang Il e a Ang-(1-7) também é intrigante. O fato de o componente do eixo
protetor (Ang-(1-7)) estar consistentemente em maior concentragdo absoluta do que o do eixo
pressor (Ang 1) pode ter implicacBes importantes na regulacao do sistema e na manutencdo da
homeostase. A predominancia absoluta desse componente em todas as fases do dia pode ser
atribuida a presenca de mais op¢des de substratos para a sintese de Ang-(1-7), levando-nos a
considerar que o organismo busca ativamente manter os niveis de Ang-(1-7) mais elevados.
Além disso, é capaz até mesmo de converter a Ang Il em Ang-(1-7), evitando, assim, o acumulo
desse octapeptideo no organismo e prevenindo os efeitos nocivos que a Ang Il pode
desencadear, quando produzida de forma descontrolada. Essa dindmica pode representar um
mecanismo de controle essencial para equilibrar a acdo dos diferentes componentes do SRA e

garantir sua funcéo fisioldgica adequada.

Finalmente, é importante reconhecer que os resultados aqui reportados refletem a regulagéo
fisiolégica como um todo, considerando a concentracdo plasmatica dos peptideos, incluindo o

impacto das circulages sistémica e pulmonar. Buscamos comprovar o possivel ritmo bioldgico
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dos dois bragos funcionais do SRA, por isso, optamos pela quantificacdo absoluta dos
componentes na circulagdo. No entanto, uma vez que todos os componentes do SRA estéo
presentes e atuam em diversos 6rgdos (BADER et al., 2008), o nosso trabalho ndo permite
determinar se a oscilacdo encontrada é generalizada e acontece da mesma forma em diferentes
sistemas do organismo. Cada 6rgdo pode ter necessidades e ritmos distintos, sendo necessaria
uma abordagem similar em tecidos especificos para alcangcar uma caracterizacdo molecular

mais completa do SRA.

6. Conclusao

Os nossos achados fornecem informagdes importantes sobre as oscilagcoes e a regulacdo do SRA
circulante. Demonstramos que todos 0s peptideos, exceto a Ang A, oscilam ao longo do dia, e
a metade da fase de atividade do animal é marcada pela maior abundancia de componentes
circulantes do sistema de forma geral. Essa descoberta sugere que esse periodo pode ser crucial
para a regulacdo do SRA e a manutencdo da homeostase. Os resultados destacam a
complexidade do SRA e sua regulacdo em diferentes contextos, podendo ter grandes variagoes
mesmo em um intervalo curto de 24h. No entanto, ainda h4 muitas questdes a serem
respondidas, como as vias de formacédo dos peptideos e as variacdes dos receptores celulares

em diferentes tecidos.
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Esse trabalho abre caminho para estudos mais aprofundados, que podem fornecer pistas
adicionais sobre como o SRA é regulado em diferentes tecidos e como suas oscila¢des podem
impactar a satde cardiovascular e a homeostase geral do organismo. A investigacdo continua
nessa area é essencial para avancar o conhecimento sobre o SRA e pode ter implicacdes
importantes para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas, visando o

tratamento de doencas cardiovasculares e outras condicdes relacionadas.

Finalmente, acreditamos que este trabalho deve ser usados como ponto de inflexdo para os
grupos de pesquisa que trabalnam com o SRA em modelos experimentais in vivo em
camundongos, pois, normalmente, tais experimentos sdo realizados no periodo de inatividade
dos animais e, como demonstramos, € 0 momento de menor producéo dos peptideos circulantes
do SRA.
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