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Resumo

A osmorregulagao é essencial para a sobrevivéncia dos mamiferos marinhos,
que enfrentam desafios significativos ao viver em ambientes hipersalinos. Suas
adaptacgdes incluem rins reniculados e estratégias para minimizar a ingestao de agua
salgada, com a maioria da agua vindo de fontes metabdlicas e dietéticas. Por isso, o
rim desses animais representa um importante 6rgdo a ser estudado para a
compreensao dos mecanismos moleculares desse processo. Na amostragem e
preparagado, as amostras de rins de Arctocephalus australis e Canis lupus familiaris
foram cuidadosamente coletadas e preparadas para a analise protebmica. As
proteinas foram extraidas e os peptideos foram obtidos por digestao triptica. Em
seguida, as amostras foram submetidas a analise utilizando o sistema Evosep, um
sistema de cromatografia liquida de ultra-alto rendimento (UHPLC) acoplado a um
espectrometro de massas timsTOF Pro 2 (Bruker Daltonics). As analises estatisticas
foram feitas com auxilio dos softwares DIA-NN, RStudio e ferramentas on-line.
Investigamos o perfil protedmico renal de Canis lupus familiaris e Arctocephalus
australis, utilizando a biblioteca espectral gerada a partir dos dados do timsTOF Pro
2. A exploragado do perfil protedbmico renal dessas espécies revelou diferengas
significativas na expressao proteica. A analise diferencial destacou as proteinas
QDPR, LOC119870648, RTCB, PRDX5, BPNT1, RBP1, TKFC, HNRNPAB, ADSS1 e
PTGR3, como as dez mais importantes. Estas proteinas e as vias metabdlicas
correlatas foram divididas em quatro topicos de discussao, abordando o contexto renal
dos animais marinhos e como as adaptac¢des discutidas proporcionam insights sobre
a evolucdo da osmorregulagdo em mamiferos marinhos. Além disso, os resultados
demonstram a importancia dos efetores moleculares na adaptacdo evolutiva e
modulacao génica e estabelecem uma base sélida para investigagdes futuras sobre
0os mecanismos do sistema renal de mamiferos marinhos. Essas descobertas
representam contribuicdes significativas para a compreensdo das estratégias
adaptativas complexas dos mamiferos marinhos diante de condi¢cdes ambientais
osmoticamente estressantes e destacam a relevancia do rim na conquista do

ambiente marinho.



Abstract

Osmoregulation is essential for the survival of marine mammals facing
significant challenges in hypersaline environments. Their adaptations include
reniculated kidneys and strategies to minimize saltwater intake, with the majority of
water sourced from metabolic and dietary sources. Therefore, the kidneys of these
animals are crucial organs for studying the molecular mechanisms of this process.
During sampling and preparation, kidney samples from Arctocephalus australis and
Canis lupus familiaris were meticulously collected and processed for proteomic
analysis. Proteins were extracted, and peptides were obtained through trypsin
digestion. Subsequently, the samples were analyzed using the Evosep system, an
ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC) coupled with a timsTOF Pro 2
mass spectrometer (Bruker Datonics). Statistical analyses were conducted using DIA-
NN, RStudio, and online tools. We investigated the renal proteomic profile of Canis
lupus familiaris and Arctocephalus australis, utilizing the spectral library generated by
the data from timsTOF Pro 2. The exploration of the renal proteomic profile of these
species revealed significant differences in protein expression. The differential analysis
highlighted the proteins QDPR, LOC119870648, RTCB, PRDX5, BPNT1, RBP1,
TKFC, HNRNPAB, ADSS1, and PTGR3 as the top ten effectors. These proteins and
related metabolic pathways were divided into four discussion topics, addressing the
renal context of marine animals and how the discussed adaptations provide insights
into the evolution of osmoregulation in marine mammals. Furthermore, the results
demonstrate the importance of molecular effectors in evolutionary adaptation and gene
modulation, establishing a solid foundation for future investigations into the
mechanisms of the renal system in marine mammals. These findings contribute
significantly to understanding the complex adaptive strategies of marine mammals in
osmotically stressful environmental conditions and underscore the relevance of the

kidney in conquering the marine environment.
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1. Introducgéao

1.1.  Um breve histérico sobre a evolugao dos mamiferos marinhos
1.1.1. Adaptacdes no curso da evolugao

As adaptag¢des morfoldgicas e fisioldgicas sdo mecanismos fundamentais para
a sobrevivéncia e sucesso reprodutivo dos organismos ao longo do processo
evolutivo. Essas adaptagcbes podem ocorrer em diversos niveis de organizagao
biolégica, como € o caso da morfologia e fisiologia de érgéos e sistemas. As
adaptagdes morfolégicas referem-se as modificagdes na forma e estrutura do corpo
dos organismos, enquanto adaptacdes fisioldgicas referem-se as modificacbes em
processos quimicos e fisicos no interior do organismo, permitindo que eles se

adaptem a diferentes condigcdes ambientais.

Na evolugao dos vertebrados, a transi¢gao da agua para a terra é considerada
como tendo ocorrido apenas uma unica vez, enquanto as transi¢cdes da terra para a
agua séo mais frequentes (Vermeij e Motani, 2018; Farina et al., 2023). As adaptag¢des
aquaticas em mamiferos evoluiram independentemente em diferentes graus em
varias linhagens. Mamiferos aquaticos sao, por definicdo, animais que tém como
habitat a agua, ou dependem dela para sobreviver. Sendo totalmente aquaticos, ou
semi-aquaticos, respectivamente (Pough et al., 2008). Para mamiferos, com apenas
duas excegdes (Ornithorhynchus anatinus e Chironectes minimus), todas as

adaptagdes aquaticas ocorreram para os placentarios (Farina et al., 2023).

A adaptacdo semi-aquatica ocorre em seis ordens diferentes: Monotremata
(monotremados), Didelphimorphia (gambas), Afrosoricida (toupeiras-douradas e
tenrecos), Eulypotyphla (insetivoros), Carnivora (carnivoros) e Rodentia (roedores).
Para as espécies totalmente aquaticas sao quatro linhagens distintas: pinipedes da
ordem Carnivora (morsa, ledes-marinhos, lobos-marinhos e focas) e a lontra-marinha
(Enhydra lutris); Sirenia (peixes-boi e dugongos); e Cetacea (botos, baleias e
golfinhos) da ordem Cetartiodactyla (Thewissen e Bajpai, 2001; Berta, 2018; Farina et
al., 2023). De acordo com as descobertas de Farina et al. (2023), embora seja dificil
determinar as relagbes causais e o momento exato do surgimento de diferentes
caracteristicas adaptativas, as adapta¢des aquaticas em mamiferos estdo associadas
a tamanhos corporais relativamente maiores. Essa associagcdo pode ser explicada

pela influéncia das restricdes de termorregulagao e pela dieta mais carnivora.
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Ademais, algumas das adaptagcées morfoldgicas dos mamiferos marinhos sao:
(1) a perda gradual dos membros posteriores. Cetaceos e sirénios possuem
nadadeiras e caudas propulsoras, para permitir um movimento mais fluido na agua.
As focas, lobos e ledes-marinhos tém apenas nadadeiras dianteiras e patas traseiras,
que podem ser usadas para andar ou se arrastar na terra; (2) o formato do corpo
hidrodinamico, para permitir movimentos rapidos e ageis com minima resisténcia a
agua; (3) a auséncia ou reducéo de pélos e o espessamento da camada de gordura
subcuténea, conhecida como blubber, que os ajuda a manter o calor corporal,
armazenar energia para periodos de escassez de alimentos e na flutuabilidade; (4) a
evolugao de um sistema respiratorio que permite longos mergulhos; e (5) o sistema
esquelético com costelas flexiveis para a otimizagdo do sistema respiratorio
proporcionando maior flexibilidade e colapso dos pulmbes; e o tecido espesso no
ouvido médio pode suportar a elevada pressdo em grandes profundidades (Spoor et
al., 2002; Berta et al., 2006; Thewissen et al., 2007; Uhen, 2007; Pough et al., 2008;
Wursig e Perrin, 2009; Berta, 2017; Farina et al., 2023).

Diversas adaptagbes fisioldgicas também merecem destaque, como: (1) a
capacidade de controlar a pressao sanguinea durante mergulhos profundos; (2) a
capacidade de armazenar oxigénio em 6rgéos e musculos durante mergulhos; (3) um
mecanismo de termorregulagdo que permite a manutencéo da temperatura corporal;
e (4) as adaptacdes renais para a tolerancia aos niveis de sal (Kooyman e Ponganis,
1998; Berta et al., 2006; Pough et al., 2008; Kooyman, 2009; Wursig e Perrin, 2009;
Berta, 2017; Fahlman et al., 2017).

1.1.2. Adaptacgdes fisioldgicas da fungao renal e osmorregulagéao

Ha aproximadamente 50 milhdes de anos (Gatesy e O’Leary, 2001; Thewissen
et al., 2007), os mamiferos encontraram no estresse osmaotico um grande obstaculo a
ser enfrentado (Rash e Lillywhite, 2019; Ruan et al., 2015). As transi¢des de sistemas
terrestres ou de agua doce para sistemas marinhos muitas vezes passavam por
habitat estuarinos, que proporcionavam ainda acesso a agua doce. A partir disso, as
radiacOes adaptativas a habitat totalmente marinhos acabaram sendo restringidas por
essa necessidade de acesso a agua doce e pela dificuldade da adaptagao da fisiologia

a diferentes fontes de agua, que néo as de habitual obtencéo (Rash e Lillywhite, 2019).
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A maioria dos mamiferos marinhos € hiposmaético em relagédo a agua do mar
(Pedro et al., 2015), e assim como para os animais terrestres, a ingestdo de agua do
mar os deixa em constante risco de desidratagdo por gerar um aumento na excregéo
de agua e soluto, resultando na perda da agua corporal (Ortiz, 2001; Ridgway e Venn-
Watson, 2010; Rash e Lillywhite, 2019). A homeostase fisiolégica entdo se torna
crucial para a sobrevivéncia dos mamiferos marinhos e depende da regulacédo do
volume, distribuicdo e composigdo idnica da agua no organismo (Hochachka e
Somero 2002).

Esses atributos sdo mantidos por um equilibrio adequado dos fluxos de agua
entre o organismo e o ambiente, pois a osmorregulagéo é essencial para manter o
equilibrio homeostatico em um ambiente com alta concentragc&o de sal. As respostas
a desidratagao variam entre os diferentes grupos, mas geralmente sdo mais rapidas
em animais endotérmicos (Rash e Lillywhite, 2019) e, qualquer interrupgédo nesse
sistema de controle pode resultar em um desequilibrio interno e até mesmo causar a

morte do animal (Xu et al., 2013).

Mamiferos e aves marinhas ndo bebem agua salgada rotineiramente, apenas
quantidades minimas de agua do mar sao ingeridas com os alimentos e absorvidas
do vapor d’agua no ar exalado, tendo assim apenas agua molecular disponivel para o
funcionamento de seu metabolismo (Fetcher, 1939; Ortiz, 2001; Pough et al., 2008).
Ao contrario de muitos outros vertebrados aquaticos (peixes, répteis e aves marinhas),
os mamiferos ndo possuem glandulas salinas excretoras dedicadas ao auxilio da
manutengdo da homeostase (Fetcher, 1939). Por isso, o equilibrio hidrico em
mamiferos totalmente marinhos é atribuivel a agua metabdlica e dietética (Fetcher,
1939; Ortiz, 2001; Ridgway e Venn-Watson, 2010; Rash e Lillywhite, 2019).

Como extrair a agua necessaria da agua salgada por ingestdo é
fisiologicamente custoso, essa ndo parece ser a estratégia adotada pelos mamiferos,
a nao ser em caso de extrema desidratagdo ou estresse térmico (Ortiz, 2001; Costa,
2018). Além disso, a adaptagao a longos periodos de jejum demonstram a capacidade
osmorregulatéria dos mamiferos marinhos, pois a manuteng¢ao do equilibrio hidrico e
eletrolitico durante jejum de alimentos e agua requer o desenvolvimento de
mecanismos para conservagao dos sais e da agua a fim de manter a homeostase
interna (Ortiz, 2001; Atkinson et al., 2009; Costa, 2018).
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Nos mamiferos em geral, os rins funcionam como o principal érgao responsavel
pela excregdo da agua ingerida e produzida metabolicamente, dos sais e residuos
nitrogenados. Internamente, o rim dos mamiferos é dividido em uma regido externa
conhecida como cértex, que envolve uma regido interna chamada medula. A medula
renal desempenha um papel crucial na produgdo de urina concentrada de sal
originario do filtrado glomerular cortical por meio das longas algas de Henle. Portanto,
quanto mais longa for a alga na regido medular, maior € a capacidade do rim de
concentrar sais. Em mamiferos terrestres, a espessura relativa da medula tem sido
associada a capacidade de concentracdo maxima da urina, tornando-se um indicador

anatébmico dessa capacidade (Beuchat, 1996).

Slijper (1958) descreveu os rins dos mamiferos marinhos como relativamente
grandes em comparagao a outros mamiferos, dando destaque a importancia dos rins
desses animais na osmorregulagao, na eliminagao de metabdlitos nitrogenados e no
controle da pressdo sanguinea. Além disso, acredita-se que o rim lobulado, ao
encurtar os ductos renais para reduzir a interferéncia da pressao elevada com o fluxo
da urina, também seja resultado da adaptagéo renal em relagdo ao aumento do corpo
e ao comportamento de mergulho (Pfeiffer, 1997; Maluf e Gassman, 1998; Ortiz,
2001).

Os cetaceos e pinipedes possuem rins reniculados (Fig. 1) semelhantes aos
dos ursos e lontras, enquanto nos sirénios, o rim & considerado superficialmente
lobulado com coértex continuo, pois ndo possui reniculos verdadeiros (Maluf, 1989).
No geral, cada reniculo possui caracteristicas anatdmicas e funcionais de um rim,
geralmente inseridos em um unico calice e agrupados dentro da capsula renal (Suzuki
et al., 2008; Sarmento et al., 2012) sendo caracterizados por quatro componentes
principais: medula (ou regido medular), cértex renal, papila e calice, tendo irrigagéao
independente e podendo filtrar, concentrar, coletar e transportar urina, como é

encontrado em mamiferos terrestres (Tettamanti et al., 2004; Sarmento et al., 2012).
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Figura 1. Representacao de rim A. ndo lobulado B. rim de Arctocephalus australis lobulado com falsos reniculos.

Devido a sua morfologia reniculada e ao aumento da espessura medular, os
rins desempenham um papel fundamental na excregédo de sal e na conservagao de
agua (Hedges et al., 1979), e as caracteristicas morfolégicas dos rins como o tamanho
e as centenas de reniculos (Bester, 1975; Vardy e Bryden, 1981; Maluf e Gassman,
1998), estdo associadas a capacidade de reter agua. A maior quantidade de reniculos
parece ser um dispositivo evolutivo direcionado para garantir a quantidade maxima de
cértex renal e o numero maximo de néfrons, sem a inconveniéncia de um rim grande
(Cave, 1967).

Esta caracteristica torna esse tipo de rim uma estrutura singular, porém,
segundo Bester (1975), ainda sem a capacidade de concentrar urina e eletrélitos
compativel com suas caracteristicas anatdbmicas. A espessura medular é necessaria
para produzir uma urina altamente concentrada, resultando na excregao do excesso
de sal, reduzindo assim a perda de agua (Ortiz, 2001; Berta et al., 2006). Ha
consideravel variabilidade interespecifica na espessura do cortex, mas nenhuma
evidéncia convincente de que essa variabilidade esteja relacionada ao habitat
(Beuchat, 1996).

Até o momento, os estudos sobre os mecanismos osmorregulatérios tém se
concentrado na estrutura renal (Bester, 1975; Hedges et al., 1979; Pfeiffer, 1997;
Vardy e Bryden, 1981; Sarmento et al., 2012), nas concentragdes de ions no soro e
na urina (Beuchat, 1996; Birukawa et al., 2005; Smoll et al., 2020) e nos experimentos
de beber, jejuar e pds alimentagéo (Ortiz, 2001; Ortiz et al., 1998, Ortiz et al., 2002,
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Ortiz et al., 2003, Ortiz et al., 2006, Ortiz et al., 2007, Ortiz et al., 2010; Ridgway e
Venn-Watson, 2010).

Esses estudos contribuiram significativamente para a compreensdo da
regulagao de agua e eletrolitos e da fungao renal em mamiferos marinhos. No entanto,
a base molecular dos mecanismos osmorregulatérios ainda é pouco explorada e
compreendida, especialmente em relagao a adaptacédo desses animais aos diferentes
ambientes marinhos. E embora os estudos citados possam ter abordado aspectos
fisiolégicos e bioquimicos da osmorregulacdo em diferentes espécies de mamiferos
marinhos, eles ainda nao fornecem uma compreensao completa dos mecanismos

moleculares subjacentes.

1.2. Comparagao entre carnivoros

Para um estudo sistematico e descritivo da base molecular da osmorregulagao
em mamiferos marinhos quando comparados com mamiferos terrestres, foram
escolhidos o cao domeéstico Canis lupus familiaris Linnaeus, 1758 e o lobo-marinho-
sul-americano Arctocephalus australis (Zimmermann, 1783), uma vez que essa
espécie poderia ser considerada como um grupo modelo da ordem Carnivora para
estudos de biologia comparada (Higdon et al., 2007; Hassanin et al., 2021; Tian et al.,
2021), e linhas de culturas de células de rim canino (MDKC) sao amplamente
utilizadas para estudos que abrangem a osmorregulacdo de mamiferos como em
Sheikh-Hamad et al., (1997) e Kwon et al., (1995).

1.2.1. Filogenia dos carnivoros

A ordem Carnivora € composta por 296 espécies existentes, atualmente
divididas em duas subordens. Uma delas € a Caniformia (Fig. 2), que inclui nove
familias, incluindo Canidae (espécies semelhantes a caes) e Otariidae (lobos e ledes-
marinhos) (Hassanin et al., 2021). Tradicionalmente, a classificacdo bioldgica
baseava-se em critérios morfoldégicos e comportamentais, separando carnivoros
terrestres e aquaticos. No entanto, descobertas bioquimicas mostraram que os
pinipedes, carnivoros adaptados a vida aquatica, compartilham uma origem comum

com os carnivoros terrestres (Wynen et al., 2001).

Nesse contexto, a escolha de comparar cdes com lobos-marinhos apresenta
uma grande oportunidade de explorar as relagdes evolutivas entre as proteinas de

carnivoros terrestres e aquaticos (Fig. 2). Porém, o lobo-marinho-sul-americano,
6
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embora seja alvo de estudos de diversas areas, carece significativamente de
investigagcdes moleculares aprofundadas. A auséncia de um proteoma disponivel para
a espécie traz a necessidade de abordagens diferentes para compreender suas

relagdes evolutivas.
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Figura 2. Filogenia da ordem Carnivora destacando os caniformes. Figura adaptada de Castell6 (2018).

Portanto, a escolha estratégica de utilizar os dados moleculares de ledes-
marinhos-da-Califérnia Zalophus californianus (Lesson, 1828) no estudo se deu por
ser um otarideo proximo do lobo-marinho-sul-americano com o proteoma disponivel
mais completo. Essa proximidade filogenética comprovada em artigos (Wynen et al.,
2001; Berta et. al, 2006; Higdon et al., 2007; Mead, 2019; Hassanin et al., 2021) pode
estabelecer uma base solida para compreender algumas alteragdes protedmicas

dentro da ordem Carnivora como um todo.

1.2.2. Pinipedes no litoral do Rio Grande do Sul

O grupo dos pinipedes possui espécies de mamiferos que habitam ambientes
marinhos e terrestres em todo o mundo. Eles sdo classificados em trés familias:
Otariidae (lobos-marinhos e ledes-marinhos), Phocidae (focas verdadeiras) e
Odobenidae (morsas). Parte do ciclo de vida dos pinipedes, como a alimentagao,
ocorre na agua, enquanto outra parte, como a reprodugao, troca de pélos e descanso,
ocorre em terra (Boyd et al., 2010; Berta, 2018).
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No Brasil, muitos pinipedes séo encontrados principalmente no litoral do Rio
Grande do Sul (RS). Devido a sua localizagao geografica, o litoral do RS recebe muitos
individuos, principalmente de ledo-marinho-do-sul (Otaria flavescens) e de lobo-
marinho-sul-americano. Durante o inverno, a llha dos Lobos abriga a maior

concentracao desses animais, que a utilizam como local de repouso e alimentacao

Os individuos s&o migrantes oriundos das colénias de reprodugédo no Uruguai
e visitam o litoral do RS anualmente mais comumente entre Julho e Outubro
(Céardenas-Alayza, 2018). Epoca em que também s&o encontrados grande nimero de
espécimes mortos, geralmente jovens de primeiro ano de vida com uma massa abaixo
da média esperada para o tamanho (Silva et al., 2014). O aparecimento das carcacgas
desses animais segue padrbes bem definidos ao longo das estagbes do ano e é
bastante comum. Além disso, grande parte é resultado de causas naturais que afetam

os animais (Tavares et al., 2021).

O lobo-marinho-sul-americano, pertencente ao género Arctocephalus,
considerado o mais diverso dentre os otarideos. Como outros membros desse grupo,
sao sexualmente dimorficos e se reproduzem em terra, sdo sociaveis e costumam
viver em grupos, tanto na agua quanto na terra (Cardenas-Alayza, 2018). O nome de
sua espécie "australis" refere-se a sua distribuicio em ambientes costeiros e
oceanicos da América do Sul, incluindo o Brasil (Pavés et al., 2016; Cardenas-Alayza,
2018; Heckel & Schramm, 2021;). Eles apresentam uma dieta diversa que inclui
peixes, lulas e crustaceos (Berta, 2018; Cardenas-Alayza, 2018). Esses animais
apresentam adaptagdes para a vida marinha como as modificacdes corporais e 0s

rins reniculados.

A espécie de interesse neste trabalho, o lobo-marinho-sul-americano, evoluiu
de ancestrais terrestres durante o periodo do Mioceno, cerca de 20-30 milhdes de
anos atras (Rybczynski et al., 2009; Berta, 2017, 2018). Estudos anteriores sobre
esses animais s&o numerosos e focados em areas muito diferentes (Bester, 1975;
Vardy e Bryden, 1981; Ortiz, 2001; Le Bas, 2003; Beck et al., 2007; Higdon et al.,
2007; Atkinson et al., 2009; Rybczynski et al., 2009; Churchill et al., 2014; Fahlman et
al., 2017; Rash e Lillywhite, 2019; da Silva et al., 2020; Martin-Orti et al., 2022;
Molpeceres-Diego et al., 2023), mas ainda ndo ha referéncias em relagdo a evolugao
de seus sistemas de ormorregulac&do. A maioria do conhecimento sobre esses animais
€ baseado em necropsias de animais encalhados ou mantidos em cativeiro. No
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entanto, estudos moleculares da espécie, como sequenciamento de genomas e
caracterizacao de proteomas ainda sao escassos, principalmente pela dificuldade de

obtencdo e armazenamento de amostras.

1.3. Estudos moleculares
1.3.1. Gendmica e protedmica nos estudos em mamiferos marinhos

A area da genbmica evolutiva tem experimentado avangos significativos nas
ultimas décadas, gragas ao desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento e
analise de DNA. Desde a descoberta da estrutura do DNA em 1953, o numero de
estudos gendmicos publicados aumentou rapidamente, o que estimulou melhorias nas
abordagens moleculares e de bioinformatica (Baer e Millar, 2016). Esses avangos
permitiram a geragcédo e analise de uma grande quantidade de dados gendémicos a
partir de um unico fragmento do genoma, possibilitando a identificagdo de genes
responsaveis por caracteristicas especificas e, assim, contribuindo para a

compreensao da evolugao e diversidade bioldgica.

Nos ultimos anos, a genémica evolutiva tem sido particularmente importante
para o estudo da evolucdo dos cetaceos. A descoberta de fosseis de mamiferos
terrestres que compartilhavam caracteristicas com os cetaceos modernos levantou
questdes sobre a origem desses animais. Dentre esses fosseis, alguns como o
Pakicetus (Gingerich et al., 1983) e o Rodhocetus (Gingerich et al., 1994)
apresentavam caracteristicas exclusivas das baleias e dos Artiodactyla (mamiferos de
dedos pares). Estudos moleculares (Milinkowvitch et al., 1993) foram capazes de
fornecer evidéncias genéticas da relagao entre os artiodactilos e os cetaceos, mesmo

quando as semelhancas fisicas entre eles eram minimas.

Além disso, contribuiram para diversas descobertas em relagdo as multiplas
adaptagdes morfologicas e fisioldégicas que permitiram a exploragcdo de diferentes
nichos na transi¢cao da terra para a agua. Por exemplo, as mudancas de expressao
do gene Homeobox (Hox) e sua regulagcdo em mamiferos totalmente aquaticos e, em
cetaceos, alguns genes como o Sonic hedgehog (Shh), que estao relacionados com
a reducdo dos membros posteriores em tetrdpodes, gradualmente deixou de ser
expresso na linhagem assim como mudancgas nos receptores tipo Toll (TLRs)

associadas a diferencas na resposta imune dessas espécies em comparagao com
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espécies terrestres (Foote et al., 2015; Nery et al., 2016; Tian et al., 2019; Farina et
al., 2023).

O desenvolvimento de abordagens genéticas moleculares no inicio dos anos
1990 e de métodos dmicos apds os anos 2000 incentivou ainda mais estudos
moleculares de cetaceos para abordar questbes fundamentais de evolugéo, ecologia
e comportamento. A crescente utilizacdo de métodos moleculares na pesquisa com
cetaceos € um reflexo da importancia dessas abordagens na compreensdo da
genética da adaptacdo. No entanto, para uma compreensdao mais completa da
genética da adaptagao, é necessario ndo apenas identificar os genes e vias genéticas
envolvidas, mas também incluir analises de diferentes biomoléculas efetoras,
associadas a dados ambientais e comportamentais. Essa abordagem mais ampla
permitira uma compreensao mais completa da evolugéo e adaptagao dos organismos,
contribuindo para uma visdo mais completa da diversidade biolégica e dos processos

evolutivos que a moldaram.

Para isso, a protedmica € uma excelente ferramenta para o estudo da evolucéo.
No entanto, ainda pouco explorada na area de mamiferos marinhos, provavelmente
por conta da dificuldade de obtengc&o de materiais bioloégicos em boas condigdes para
analises. Alguns trabalhos na area ja publicados tem como foco os cetaceos como em
Altelaar et al. (2013), Holm et al. (2016) e Kershaw et al. (2018), e liquido cerebral de
pinipedes (Neely et al., 2015).

1.3.2. Selecéo e adaptacao

Um objetivo central da biologia evolutiva é explicar como a diversidade
biolégica surge e se mantém na natureza, e para essa area, os métodos de
sequenciamento gendmico, e suas aplicagdes, ja sdo bem conhecidos. Embora o DNA
codifique o funcionamento do organismo, a execug¢ao das informacdes € realizada
pela atividade das proteinas e os complexos estruturais que elas formam, fazendo
delas efetoras do cdédigo genético. Porém, tem crescido entendimento de que as
analises genbmicas nao sao suficientes para explicar os fenétipos, particularmente
para estudos da grande maioria das espécies para as quais genomas sequenciados
ainda nao estao disponiveis (Braga Emidio et al., 2015; Baer e Millar, 2016) e porque,
ja é aceito que, na maioria dos casos, tém se encontrado baixas correlagdes entre os
niveis quantitativos de mRNA e proteina em diferentes organismos (Liu et al., 2016;

Wegler et al., 2020).
10
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A influéncia da diversificagdo pds-transcricional nos processos evolutivos pode
fornecer uma nova base para os elementos de adaptagdes evolutivas (Baer e Millar,
2016). Portanto, os estudos proteémicos podem ser vistos como oportunidades para
compreender os eventos relativos as variagdes funcionais dos processos moleculares
que agem como parte dos processos evolutivos. Dentro deste cenario, alguns estudos
filogenéticos utilizando-se da abordagem protedmica como ferramenta para entender
a evolugao de caracteristicas de interesse, como por exemplo a tradugao de proteinas
que dirigem a formagéo dos organismo ao longo do tempo (Baer e Millar, 2016).

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo, por meio de abordagem
protebmica, avaliar e caracterizar diferengas moleculares de proteinas presentes em
rins de cachorros domésticos como grupo externo para controle e reniculos de lobo-
marinho-sul-americano como modelo de organismo adaptado ao ambiente marinho.
A escolha deste ultimo grupo se deve por serem importantes representantes de
animais com escasso acesso a agua doce — portanto, submetidos a um estresse
hidrico — e dos determinantes evolutivos funcionais que levaram a adaptacdo da
osmorregulacao neste ambiente. Os resultados deste trabalho podem auxiliar na
compreensao de como a expressao destas proteinas afeta o fendtipo renal destes
animais, bem como as caracteristicas morfofuncionais no sistema renal e na

osmorregulacao desses individuos.

1.4. A espectrometria de massas como ferramenta

A espectrometria de massas (do inglés mass spectrometry - MS) é uma técnica
que se baseia na formacédo de ions na fase gasosa, permitindo a identificagao
qualiquantitativa de proteinas e fragmentos. Apds a introdugdo de abordagens de
ionizac&o suave, como a espectrometria de massas por dessorgao/ionizacio assistida
por matriz (MALDI) e a ionizag&o por eletrospray (ESI), a MS foi classificada como
uma ferramenta analitica excepcional na identificacdo, caracterizagao e quantificacéo
de proteinas e suas modificagdes pos-traducionais. Essa ferramenta de alta precisao
e especificidade € utilizada para diversas finalidades, incluindo a avaliacdo da
diversidade e fungéo de proteinas (Altelaar et al., 2013). Os principios basicos da MS
envolvem a comparagao e quantificagcao das diferencas na expressado de proteinas
entre varias condigdes, e a utilizacdo dessas informagdes para identificar os genes

que as codificam (Karr, 2008). Por ser uma tecnologia altamente precisa e acurada na
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identificacado e caracterizagcado de peptideos, a MS é uma ferramenta importante para

a compreensao da fungao celular dos organismos.

A abordagem mais comum utiliza a protedbmica shotgun (McDonald e Yates,
2002), que é a analise inferencial de proteoformas a partir de peptideos, que sao
geralmente identificados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (Liquid chromatography—mass spectrometry — LC-MS/MS), usando aquisi¢ao
independente de dados (Data Independent Aquisition — DIA), aquisicdo dependente
de dados (Data Dependent Aquisition — DDA) ou uma combinagdo de ambas as
estratégias(Schubert et al., 2017).

Na abordagem bottom-up utilizada com o método de aquisicdo de dados
independentes (DIA), usada nesse estudo, o objeto de andlise sdo os peptideos
gerados a partir da digestdo proteica. Neste procedimento, todos os peptideos
contidos na amostra, sao situados dentro de janelas predefinidas de isolamento de
massas, e sao sujeitos a fragmentacdo simultdnea. Tal metodologia permite a
avaliagao concomitante de multiplos peptideos em um unico espectro, apresentando
diversas vantagens para a quantificagao relativa de proteinas e suas modificagdes

associadas.

1.4.1. Espectrometria de massas com mobilidade idnica

A espectrometria de mobilidade id6nica (IMS, do inglés Jlon Mobility
Spectrometry) um método que separa moléculas na fase gasosa com base na sua
secao de choque de colisdo (CCS) (Kanu et al., 2008), que € uma medida da
probabilidade de uma molécula sofrer colisdes com outras moléculas de gas, durante
a fase gasosa em sua passagem pelo espectrometro. A IMS quando acoplada a MS
e combinada com a cromatografia liquida (LC) resulta na protedmica shotgun LC-IMS-
MS/MS, uma estratégia promissora para analisar amostras complexas (Helm et al.,
2014) principalmente porque ela atua como uma dimens&o adicional de separagao
além da relagdo massa/carga (m/z).

A IMS é uma técnica analitica que tem sido aplicada nas ultimas décadas
principalmente na area de quimica analitica. Somente recentemente é que o potencial
da IMS-MS tem sido explorado para a separacéao, identificagcdo e quantificacdo de
peptideos e proteinas. Nesse estudo, utilizamos o espectrémetro timsTOF Pro 2

(Bruker), que combina a espectrometria de mobilidade ibnica com ions aprisionados

12



345 (doinglés, Trapped lon Mobility Spectrometry - tims) (Fernandez-Lima et al., 2011) e,
346 € impulsionado pela tecnologia de acumulagao paralela e fragmentacéo serial (do
347 inglés, Parallel Accumulation Serial Fragmentation - PASEF®) (Meier et al., 2015,
348  2018).

2. Objetivo

Compreender e caracterizar as proteinas presentes nos rins de Arctocephalus
australis com relagdo a sua funcionalidade na otimizagdo da osmorregulagdo em

ambientes marinhos.
Objetivos especificos

e Comparar os proteomas dos tecidos renais entre as espécies selecionadas
para o estudo;

e Caracterizar as proteinas relevantes com o fendétipo relacionado as adaptacdes
ao ambiente marinho, quando comparadas a um modelo terrestre controle;

e Investigar a relevancia dos rins reniculados como vantagem adaptativa na

funcao renal dos mamiferos marinhos.
3. Hipotese

A expressao diferente das proteinas presentes nos rins de lobos-marinhos

confere a estes organismos uma vantagem adaptativa ao ambiente marinho.
4. Materiais e Métodos

4.1. Desenho experimental

349 A seguir, na figura 3, apresenta-se o desenho experimental do trabalho.

13
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Figura 3. Representagado esquematica do fluxo de trabalho: (1) As amostras foram sistematicamente recolhidas
de cachorros e lobos-marinhos (para este, seguindo o protocolo de degradacao de Geraci e Lownsbury (1993). (2)
Reniculos e tecidos renais retirados da parte apical do rim direito. (3) Preparo de amostras para a proteémica de
acordo com protocolos consolidados. (4) As proteinas fracionadas em gradientes de UHPLC e analisadas por LC-
MS/MS. (5) Andlise bioinformatica feita a partir de softwares dedicados a proteémica. (6) Outras analises como
mapas de interacéo e correlagédo ontoldgica (Gene Ontololy — GO).

4.2. Local de coleta

Para obtencdao das amostras Arctocephalus australis, duas areas foram
monitoradas todas as tergas e quintas-feiras, entre 08 e 29 de agosto de 2022, ao
longo do litoral norte do estado do Rio Grande do Sul. Nessa regido, todos os anos,
durante o inverno, encalham espécimes de primeiro ano de vida, geralmente
acometidos por causas naturais. A primeira area de monitoramento compreendeu 80
km de praias entre o municipio de Torres — RS (29° 21' S, 49° 44' W) e Imbé — RS
(29° 58' S, 50° 7' W), e a segunda, 50 km de praias entre o municipio de Tramandai —
RS (29° 58' S, 50° 7' W) até Palmares do Sul — RS (30° 24' S, 50° 17' W) (Fig. 4). No
total foram percorridos aproximadamente 130 km de praias do litoral do Rio Grande
do Sul a cada dois monitoramentos. Os levantamentos na praia foram realizados
usando uma caminhonete 4x4 a uma velocidade média de 40 km/h, com no minimo,
dois observadores varrendo toda a extensao da faixa de areia exposta. Ja para as
amostras de controle terrestre, foram feitas coletas em janeiro e fevereiro de 2023 em
parceria com o Laboratorio de Patologia Veterinaria do Hospital Veterinario da

Universidade de Brasilia (HVET/UNB), localizado na Asa Norte, Brasilia — DF.
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A amostragem dos espécimes foi realizada de acordo com as normas
estabelecidas pelo Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade (SISBIO)
do Instituto Chico Mendes de Conservacado da Biodiversidade, Ministério do Meio
Ambiente, Brasil, sob a autorizacado n°. 20185, obtida pelo Doutor Mauricio Tavares
do Centro de Estudos Costeiros, Limnolégicos e Marinhos da Universidade Federal
do Rio Grande Do Sul (CECLIMAR/UFRGS). Para a espécie terrestre, foi seguida a
resolucdo normativa n°. 30 de 2 de fevereiro de 2016 do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal.
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Figura 4. Local de coleta. Mapa indicando as regides litorAneas do Estado do Rio Grande do Sul onde foram
realizadas as coletas dos pinipedes.
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4.3. Populagao da pesquisa

Os rins dos exemplares de pinipedes foram retirados inteiros dos animais
encontrados encalhados frescos durante as atividades de monitoramento de praia ou
de animais recém-mortos no centro de reabilitacdo do CECLIMAR/UFRGS. Todas as
carcagas encontradas foram classificadas seguindo o padréo proposto por Geraci e
Lounsbury (1993), onde o grau de decomposigao varia de 1 a 5 (Geraci e Lounsbury,
1993). As necropsias foram realizadas por métodos convencionais descrito em Geraci
e Lounsbury (1993) para pinipedes. A idade relativa dos lobos-marinhos foi estimada
de acordo com o comprimento corporal, medido em linha reta da ponta do focinho a
extremidade da cauda. As amostras de rins do grupo controle foram coletadas de caes
eutanasiados por varias razbées médicas e levados para necropsia no Laboratério de
Patologia Veterinaria da Universidade de Brasilia (LPV-HVET/UnB). Tanto para os
reniculos quanto para os tecidos renais, as aliquotas foram coletadas sempre do polo
cranial do rim direito e acondicionadas em tubos de criopreservagao estéreis, sendo
preservados congelados a -20 °C até o armazenamento em -80 °C, segundo

modificagao do protocolo Viana et al. (2018).

4.3.1. Critérios de Inclusao

v' Caodigo Geraci & Lounsbury (2): Para os animais encontrados encalhados nas
praias durante o monitoramento, apenas foram considerados os animais que
estavam recém-mortos, no maximo em estagio final de rigor mortis, antes do
relaxamento completo;

v' A idade relativa dos lobos-marinhos foi estimada com base no comprimento
corporal;

v" Para os animais coletados do centro de reabilitacdo e hospital veterinario foram
considerados apenas os jovens que foram resfriados ou necropsiados logo

apés a morte.
4.3.2. Critérios de Exclusao

v Sinais de autdlise do rim e reniculos durante a necropsia;

<

Lesdes histoldgicas identificadas nas analises de tecidos.
v Ap6s a aplicagdo de critérios de inclusdo e exclusdo, o total de animais

processados resultou em 15 lobos-marinhos e 14 cachorros (Tabela 1). Estes
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critérios foram estabelecidos para garantir a reprodutibilidade, a confiabilidade

e a homogeneizacao das amostras e dados analisados no estudo comparativo.

Tabela 1. Dados dos animais coletados

Registro Sexo Comprimento (cm) Lesoes
MM242 M 164 Nao
MM251 F 77,3 Nao
MM253 M 92 NZo
MM254 M 109,2 Nio
MM255 F 87,3 Nao
MM256 M 89 Nio
MM257 M 90,5 Nao
MM258 M 96,5 Nzo
MM259 M 88,4 Nao
MM260 F 88,5 Nzo
MM261 F 88,5 Nao
MM262 M 89,5 Nio
MM263 M 105 Nao
MM264 M 92,5 Nzo
MM268 M 91 Nao
P01-23 C1 M 72 Sim
P02-23 C2 M 44 Sim
P03-23 C3 F 56 Nao
P04-23 C4 F 94 Sim
P05-23 C5 M 127 Nao
P06-23 C6 M 73 Sim
P07-23 C7 F 58 Nzo
P08-23 C8 F 65 Nao
P09-23 C9 F 70 Sim
P10-23 C10 M 65 Sim
P11-23 C11 M 82 Nzo
P12-23 C12 F 78 Nao
P13-23 C13 M 65 Nzo
P14-23 C14 M 86 Nao
P15-23 C15 F 88 Nzo
P16-23 C16 M 93 Nao
P17-23 C17 M 38 Nao
P18-23 C18 F 43 Nzo
P19-23 C19 M 57 Nao
P20-23 C20 F 70 NZo
P21-23 C21 M 42 Nao
4.4. Histologia dos tecidos renais

Avaliagdes histopatolégicas foram feitas para a confirmagao de que nenhuma

amostra apresentava alguma afecgdo. A avaliagao foi feita no laboratorio de Patologia

Veterinaria do HVET/UNB. Todas as amostras avaliadas na analise histologica foram
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fixadas em formalina tamponada a 10%, incluidas em parafina, processadas
rotineiramente e coradas com hematoxilina e eosina (HE) para avaliagao

microscopica.

4.5. Preparo de amostras para espectrometria de massas

A massa das amostras de rins/reniculos foi aferida em balanca analitica de
precisao e estabelecida em 200mg de tecido. Apds. As mesmas foram maceradas em
nitrogénio liquido com cadinho e pistilo. Uma lavagem foi realizada no cadinho e pistilo
a cada maceracao para evitar contaminacdo cruzada entre os espécimes. As
amostras maceradas foram ressuspendidas em solugdo de TEAB (do inglés
Triethylammonium bicarbonate buffer) 0.02 M e inibidor de protease 1x livre de EDTA
(do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid) e submetidas a sonicagcdo em Tip
Sonicador Q125 (QSonica) com intensidade a 40 % do potencial em 3 ciclos de 10
segundos cada. Os concentrados proteicos foram ressuspendidos com nova solugéo
TEAB 0.02 M e ureia menor que 2 M (pH 7,9) seguido de incubacgao por 25 minutos a
300 rpm e centrifugagéo a 21 °C por oito minutos a 3500 g e em seguida, quantificados
utilizando o método baseado em acido bicinconinico (BCA) apos o perfil proteico ser

verificado em gel poliacrilamida (SDS-PAGE).

Para confirmar o grau de integridade das amostras, apés a etapa de sonicacgao,
ensaios adicionais foram realizados em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12 %. As
proteinas do rim foram separadas usando um sistema de eletroforese vertical Mini-
PROTEAN® Tetra Cell conforme manual da BioRad. Os géis foram corados com azul

brilhante de Coomassie.

4.6. Quantificacao de proteinas

A quantificagdo da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada a
partir do “Kit Micro BCA™ Protein Assay” para deteccao colorimétrica e quantificagao
das proteinas totais, adaptado para dosar amostras de proteinas diluidas.
Primeiramente, preparou-se o reagente de trabalho (do inglés Working Reagente —
WR) a partir da jungao entre as solugdes MA, MB e MC ja inclusas no kit na proporgéo
indicada (25:24:1). Em seguida, aliquotas de 1 pL de amostra diluidas em agua Milli-
Q® (1:499) para que fosse possivel detectar dentro da faixa de sensibilidade (2-40
pMg/mL para microplacas). Em triplicatas as amostras foram adicionadas aos pogos
junto ao WR para atingir volume final de 200 yL. As misturas foram incubadas por 2
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horas a 37 °C em placas de 96 poc¢os de fundo achatado e protegidas por tampas das
proprias placas. Apos o periodo de incubacgao, a placa foi resfriada em temperatura
ambiente por alguns minutos. A mensuragao foi realizada no comprimento de luz a
562 nm (Absss2nm) na leitora de microplacas ClarioStar (BMG Labtech). Apds a leitura,
a média da Absss2nm das amostras e da curva padrao foram corrigidas de acordo com
o valor do “blank” na curva padrao (Milli-Q® acrescido de WR). A concentracéo das

amostras foi determinada e analisada pelo software Mars em pg/mL.

A quantificagédo pré-digestao de proteinas foi realizada em todas as amostras
bioldgicas utilizando o ensaio com Micro BCA™. Os resultados da quantificagao
variaram na concentracao total de proteinas com uma média de 11,41993 pg/pL. Os
resultados obtidos para os conjuntos de amostras (cachorros e lobos-marinhos)
apresentaram uma correlagdo muito alta entre os dados. Para os caes, a leitura
resultou em um coeficiente de determinagao (r?) de 0,997592, enquanto para os

animais marinhos, a medicéo apresentou r* de 0,9917886.

4.7. Digestao triptica de proteinas em solugao

Foram aliquotadas 30 ug de proteina em tubos Eppendorf de baixa adsorgao
para proteinas e peptideos (LoBind) para o processo de digestdo. Os extratos
proteicos foram inicialmente ressuspendidos em solucdo de TEAB 20 mM, UREIA 8
M e Ditiotreitol (DTT) 50 mM (pH 7,9) e incubados por 25 minutos a 55 °C e 400 rpm.
Sob abrigo de luz e ap06s resfriamento, foi adicionada solugdo de iodoacetamida (IAA)
0,5 M suficiente para atingir concentragao final de 14mM e incubou-se novamente por
40 min a 21 °C e 400 rpm. Posteriormente foi adicionada solu¢do de DTT na
concentracao final de 5 mM para cessar a reagao de alquilacdo. As amostras foram
entdo diluidas na razdo 1:5 com solugdo de TEAB 20 mM (pH 7,9), devido a
intolerancia da enzima tripsina a altas concentragbes de ureia, ja considerando a
adicado de solucao de CaClz suficiente para atingir concentragao final de 1 mM e a
adicdo de tripsina (Promega) na razdo 1:50. Em seguida, as amostras foram
encubadas por 16 horas a 37 °C e 300 rpm, e apds o periodo de digestao, foi
adicionado TFA (Acido trifluoracético) na concentragdo final de 0,1 % para evitar
clivagens inespecificas e parar a reagao. Os digestos proteicos foram dessalinizados

imediatamente.
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4.8. Dessalinizagao de peptideos

Os peptideos tripticos foram dessalinizados em microcolunas homemade de
fase reversa construidas a partir de discos Empore™ SPE (Sigma-Aldrich), com
particulas C18 de -caracteristica hidrofébica em ponteiras P200 (Axygen). As
microcolunas permitem a purificagdo e enriquecimento dos peptideos a partir da
retirada de sal e subsequente eluicdo dos mesmos. Primeiramente foram realizadas
sequéncias de centrifugacao a 1000 g por trés minutos com 100 pL de MeOH 100%,
seguido de 100 pL de solugao de acetonitrila 80 % (v/v) e acido acético 0,5 % (v/v), e
por fim 100 pyL de solugcéo de acido aceético 0,5 % (v/v). Finalmente, os digestos
proteicos foram adicionados as colunas, centrifugados a 900 g durante 4 min e
dessalinizados duas vezes com 100uL de solugéo de acido acético 0,5 % (v/v) a 1000
g por 3 minutos. A eluigado dos peptideos foi realizada com concentragdes crescentes
de acetonitrila (25 %, 50 %, 80 % e 100 %), mantendo a concentragéo de acido acético
a 0,5 % nas solugdes e centrifugacées de 600 g por 3 minutos. As fragbes foram
coletadas em tubos Eppendorf LoBind e os peptideos eluidos foram liofilizados em

concentrador rotatorio SpeedVac™ SC100 (Savant™).

4.9. Analise por cromatografia liquida e espectrometria de massas

Um total de 500 ng de cada amostra foi carregado em colunas individuais
Evotips, seguindo o protocolo do fabricante, e os peptideos foram separados usando
um sistema de LC Evosep One (Evosep, Dinamarca) em um gradiente de 44 minutos
(um método proprietario pré-definido pela Evosep de 30 amostras por dia) em uma
coluna PepSep 8 (8 cm x 150 um X 1,5 ym C18, Bruker Daltonics) a 60 °C. As fases
moveis foram 0,1% de acido formico em agua grau LC-MS (tampao A) e 0,1% de acido
férmico em 99,9% de ACN (tampéo B). O sistema LC foi acoplado ao timsTOF Pro 2,
um espectrometro de mobilidade ibnica hibrido com armadilha e um instrumento
quadrupolo de tempo de voo (Bruker Daltonics) operado em modo positivo,
previamente calibrado para massa (m/z) e dimensdo de mobilidade idnica (1/K0),
utilizando trés ions do Agilent ESI-Low Tuning Mix (m/z 622,0289; 922,0097 e
1221,9906). A fonte nano-eletrospray (fonte CaptiveSpray, Bruker Daltonics) foi
operada a 1600 V de voltagem de capilar, 3,0 L/min de gas seco e 180 °C de

temperatura seca.

Os dados foram adquiridos no modo de aquisicdo dia-PASEF1 com um tempo

de ciclo estimado de 1,8 s. Para cobrir a faixa de massa de 400 a 1200 m/z, foram
20
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utilizadas 32 janelas de isolamento com largura de 25 m/z. O tempo de rampa € o
tempo de acumulagao foram definidos como 100 ms, e a energia de colisdo aumentou
linearmente como uma fungéo da mobilidade de 59 eV em 1/K0 = 1,6 Vs cm-2 para
20 eV em 1/K0 = 0,6 Vs cm—-2.PASEF®

4.10. Bioinformatica

Neste estudo, utilizamos um conjunto de softwares para realizar a identificagao
e a analise dos dados protedmicos. Foi feita uma analise de enriquecimento de
ontologia de genes (GO) e de vias do Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG). Isso permitiu identificar os principais processos bioldgicos, funcdes
moleculares e componentes celulares relacionados aos dados. Em seguida, foram
constituidas redes de interagado proteina-proteina (PPIl, na sigla em inglés para
Protein-Protein Interaction) para elucidar as representagdes graficas das interagbes

fisicas ou funcionais entre proteinas no sistema bioldgico.

4.10.1. DIA-NN

A analise dos dados brutos da protedmica foi conduzida utilizando o software
DIA-NN (Demichev et al., 2020), uma ferramenta universal para o processamento de
dados de DIA. Este software foi escolhido devido a sua capacidade de garantir
robustez e precisdo quantitativa em experimentos de grande escala. O DIA-NN usa

bibliotecas espectrais ou bancos de dados para analisar os dados fornecidos.

Os arquivos brutos adquiridos no modo diaPASEF no timsTOF foram
analisados com o DIA-NN (versdo 1.8.1) usando as seguintes configuragdes:
protease: Trypsin/P, missed cleavages: 1, variable modifications: 0, peptide length
range: 7-30, precursos change range: 1-4, precursor m/z range: 300-1800, fragment
ion m/z range: 200-1800, MS1 mass accuracy: 10 ppm, MS1 mass accuracy: 10 ppm.
As opcgdes de excisdo de M-terminal, carbamidometilacdo de C e oxidacdo de M foram
habilitadas e a inferéncia heuristica de proteina desabilitada. Inferéncia de proteinas
foi feita a partir de genes, classificador de rede neural em modo de passagem dupla e
estratégia de quantificacdo LC robusto (alta precisdo). Além disso, as outras

configuragdes permaneceram em modo padrao.

Para as analises individuais dos proteomas das espécies, geramos uma
biblioteca espectral baseada em aprendizado profundo a partir dos proteomas de

referéncia do UniProt canino e de ledo-marinho-da-Califérnia (Zalophus californianus).
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Essa biblioteca espectral foi usada para processar todos os arquivos brutos das
analises e gerar uma segunda biblioteca espectral mais otimizada que inclui dados de
mobilidade idnica. Esta nova biblioteca espectral foi usada para reanalisar todos os

arquivos brutos.

Os dados obtidos de A. australis foram analisados utilizando o banco de dados
de Z. californianus porque ndo ha um proteoma disponivel especificamente para a
especie estudada. Dessa forma, o proteoma do ledo-marinho foi utilizado como a
referéncia mais proxima para analisar e identificar as proteinas no lobo-marinho. Ja
para o experimento combinando os dados brutos de A. australis e C. familiaris, nao foi

utilizada a biblioteca espectral a fim de n&o restringir os resultados.

4.10.2. MS-DAP

A ferramenta "Mass Spectrometry Downstream Analysis Pipeline (MS-DAP)" foi
utilizada para analise dos dados obtidos pelo DIA-NN. O MS-DAP é um pacote de
cbdigo aberto desenvolvido na linguagem R, compativel com diversos softwares de
pré-processamento de dados brutos. O MS-DAP foi utilizado para conduzir a analise
downstream desses dados. Foram feitas as seguintes etapas: filtragem de peptideos
mais relevantes para nossa analise, descartando aqueles que nao contribuiam
significativamente.; normalizagc&o dos valores quantitativos para garantir que os dados
estivessem comparaveis entre as amostras; Analise de Expresséo Diferencial (DEA,
do inglés Differential Expression Analysis) para identificar proteinas que
apresentavam diferengas significativas em sua expressado entre as amostras
analisadas. Além disso, o MS-DAP cria automaticamente relatérios de controle de
qualidade dos resultados, incluindo graficos que avaliam a precisdo e consisténcia,

identificando possiveis variagdes entre lotes para auxiliar nas conclusdes estatisticas.

A ferramenta estatistica escolhida para testar a expressido diferencial de
proteinas utilizada, o DEqQMS (Zhu et al., 2020) foi feita para analises protedmicas
quantitativas. Este método oferece uma abordagem mais avangada, considerando o
numero de peptideos por proteina. Essa abordagem amplia a sensibilidade na
deteccdo de mudancgas sutis na expressao proteica entre diferentes condigdes

experimentais, garantindo maior precisao e confianga nos resultados.
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4.10.3. Anotacgdes funcionais

O WebGestalt (WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit) € uma ferramenta web
de analise de enriquecimento funcional com énfase em fornecer figuras prontas para
publicacdo. O site conta com trés métodos bem estabelecidos e complementares para
analise, incluindo Analise de Super-Representacado (ORA), Analise de Enriquecimento
de Conjunto de Genes (GSEA) e Analise Baseada em Topologia de Rede (NTA). As
listas com os Gene IDs foram inseridas no WebGestalt para analise de enriquecimento
funcional. Os parametros padrao foram utilizados, incluindo a base de dados GO
(Gene Ontology) para categorizagao funcional e pathways de referéncia como KEGG
(88.2) e PANTHER (v3.6.1).

A analise funcional dos conjuntos de genes foi realizada utilizando a plataforma
online Metascape. Os conjuntos de genes de interesse foram submetidos a analise de
enriquecimento de genes (GSEA) fornecida pelo Metascape. As anotagdes bioldgicas
utilizadas incluiram informagdées GO, KEGG e outras fontes agregadas pela
plataforma. A visualizacdo interativa dos resultados, juntamente com representacdes
graficas de redes bioldgicas, foi explorada para uma compreensao mais aprofundada

da fungao bioldgica associada aos genes em estudo.
5. Resultados
5.1. Analise histolégica dos tecidos

Com a avaliagao microscoépica, examinamos as secdes transversais dos
tecidos renais para identificar quaisquer potenciais anormalidades histolégicas que
pudessem influenciar as analises moleculares. Apenas os animais com tecidos em
condi¢des aparentemente normais foram considerados (Fig. 5A e 5B), e os rins com

alteragdes teciduais identificadas (Fig. 5C a 5F) foram excluidos.
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Figura 5. Corte histolégico de rins coletados. HE. 10x. A. Reniculo de A. australis. B. Tecido renal de C. familiaris.
C. Glomeruloesclerose. D. Espessamento da capsula de Bowman. E. Cilindros hialinos e glomeruloesclerose. F.
Insuficiéncia Renal Cronica.

5.2.Caracterizagao do perfil de proteinas
5.2.1. Canis lupus familiaris

Para a caracterizagdo do perfil protedmico renal canino, as analises foram
conduzidas utilizando a biblioteca espectral gerada a partir dos dados brutos do
timsTOF Pro2 e o proteoma de Canis lupus familiaris (dog) obtido através do Uniprot
Proteomes, ID do organismo 9615. Foi identificada a média esperada para

experimentos DIA, de peptideos aproximadamente cinco vezes o numero de proteinas
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568 (Fig. 6). Para DIA: um peptideo é tido como 'detectado’ se o escore de confianga (para
569 identificagéo) for <= 0,01.

570

B Peptideos
W Proteinas

Figura 6. Numero de proteinas e peptideos identificados por amostras de cachorros. Grafico com o numero
de peptideos-alvo que sao detectados por amostra de cachorro quando comparado com banco de dados de
cachorro.

571 Nas amostras de caes, foi possivel observar que a maioria das proteinas
572 estavam associadas a processos metabdlicos, presentes na membrana ou em

573  complexos proteicos, e relacionadas a conjugados proteicos ou idnica (Fig. 7).
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Figura 7. Anotagbes Gene Ontology (GO) nos termos do GO componente celular (a), GO fun¢do molecular
(b), e GO de processos bioldgicos utilizando Homo sapiens como organismo de interesse..
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5.2.2. Arctocephalus australis

Para a caracterizagao do perfil de proteinas dos reniculos de lobo-marinho-sul-
americano, as analises foram feitas utilizando uma biblioteca espectral gerada a partir
dos dados do timsTOF Pro 2 contra o banco de dados disponpivel no ID de organismo
no Uniprot Proteomes: 9704 Zalophus californianus (California sealion). Foi

identificada a média esperada para experimentos DIA (Fig. 8).

20868
20956

4009

M Peptideos
M Proteinas

Figura 8. Numero de proteinas e peptideos identificados por amostras de lobos-marinhos. Grafico com o nimero
de peptideos-alvo que sdo detectados por amostra de lobo-marinho-sul-americano quando comparado com banco
de dados de ledo-marinho-da-Califérnia.

Para os lobos-marinhos, as anotagcées GO indicam que a maioria das proteinas
analisadas também estavam associadas a processos metabdlicos, presentes na

membrana e relacionadas a conjugados proteicos (Fig. 9).
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Figura 9. Anotagbes Gene Ontology (GO) nos termos do GO componente celular (a), GO fungdo molecular (b), e
GO de processos bioldgicos utilizando Homo sapiens como organismo de interesse.

5.2.3. Comparacao entre espécies

Para entender a expressao diferencial das proteinas entre espécies, foi feita
uma analise de dados brutos dos dois grupos estudados. Essa etapa foi realizada para
entender as diferencas e similaridades nas expressoes proteicas entre espécies e nao
foi utilizada uma biblioteca espectral a fim de tentar capturar totalmente a
heterogeneidade das proteinas presentes. Como esperado, a identificacdo de
proteinas e peptideos das amostras de cachorros foram maiores do que a de lobo-
marinho quando analisadas utilizando o banco de dados canino (Figura 10). Além
disso, as identificagdes de A. australis foram maiores quando comparadas com banco
de dados de Z. californianus (Tabela 2), provavelmente devido a maior proximidade

filogenética com o outro otariideo.
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Figura 10. Numero de proteinas e peptideos identificados por amostras de lobos-marinhos (L42 a L68) e cachorros
(C3 a C21). Grafico com o numero de peptideos-alvo que sdo detectados por amostra quando comparado com
banco de dados canino.
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Tabela 2. Comparagéo da identificagao de proteinas de Arctocephalus australis (Aa) contra diferentes bancos de
dados (BD). Dados brutos comparados com o proteoma de Zalophus californianus (Zc) e com o proteoma de
Canis lupus familiaris (Cf).

AMOSTRA Proteinas Aa com BD de Proteinas Aa com BD de Difere’n?a das

Zc Cf médias

42 3918 3628 290

51 4052 3705 347

53 4073 3347 726

54 4169 3873 296

55 3869 3619 250

56 4177 3492 685

57 4104 3848 256

58 4009 3901 108

59 4114 3997 117

60 4103 3678 425

61 4136 3983 153

62 3986 3639 347

63 3906 3532 374

64 4264 3983 281

68 3920 3651 269

Média 4053.333 3725.067 328.2667

593 Com a realizagdo de um teste t pareado para comparar as médias das

594 diferengas entre os dois grupos de dados, os resultados indicaram uma diferenca
595 estatisticamente significativa entre eles (t = 7.1628, GL = 14, p < 0.001). A média das
596 diferengas entre os grupos de 328.27 com intervalo de confianga de 95% (229.97 a
597 426.56) indica que os valores encontrados quando comparados com proteoma de
598 ledo-marinho foram significativamente maiores aos valores correspondentes ao de

599 cachorro.

600 Na identificacdo das proteinas utilizando todas as amostras juntas,
601 identificamos 3790 proteinas comuns a lobos e cachorros, 487 proteinas exclusivas,
602 ou nao identificadas, de cachorros e 42 proteinas que foram identificadas apenas nas

603 amostras de lobos (Fig. 11).
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Figura 11. Comparacdo do numero de identificagbes de proteinas das duas espécies quando comparadas ao
banco de dados de cachorro doméstico.

Na analise de Componentes Principais (PCA) (Fig. 12) foi possivel identificar
que as amostras de cachorros ficaram posicionadas na parte superior do grafico,
enquanto as amostras de lobos se concentraram na parte inferior, claramente
separadas na dimensao 2. Essa separacdo estatistica demonstra a hipotese de

distincdo na expresséao proteica entre esses animais.
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Figura 12. Analise PCA (Principal Componente Analysis) apresentando o agrupamento de amostras do mesmo
lote experimental, excluindo a sensibilidade de um subconjunto pequeno de proteinas diferencialmente
abundantes.

A ferramenta estatistica escolhida para testar a expressdo diferencial de

proteinas utilizada, o DEgqMS (Zhu et al., 2020) oferece uma abordagem mais

avancgada, considerando o numero de peptideos por proteina. Essa abordagem amplia
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a sensibilidade na detecgao de mudangas sutis na expressao proteica entre diferentes
condicdes experimentais. Além disso, ele fornece a lista das 10 proteinas que tém os
valores mais extremos (Fig. 13 e Tabela 3). Na figura 13, para identificar as proteinas
diferenciais entre as amostras, o valor minimo de fold change escolhido (>2) significa
que a proteina esta pelo menos duas vezes mais expressa em um grupo em

comparagao ao outro.

. QDPR
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RBP1  ° RTAB apnT PRDXS
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RBP1  °TKFC PTGR3 «pp1 .
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Figura 13. Volcano plot da diferenca de expresséo de proteinas entre achados em lobos-marinhos em relagao as
amostras de cachorro. O grafico mostra os pontos correspondentes a cada proteina, onde o eixo x representa o
log2 do fold change e o eixo y é o -log10 do valor de p. Proteinas com fold change maior que 1 ou menor que -1 e
p menor que 0.05 foram classificadas como UP (para cima: maior em lobos) ou DOWN (para baixo: maior em
cachorros).

As proteinas listadas nos "Top 10 DEgMS", "Top 10 UP" e "Top 10 Down"
representam aquelas que foram identificadas como mais relevantes na analise de
expressao génica entre as duas espécies. Cada linha dessa sec¢éo indica o nome das
proteinas e, estdo organizadas com base na intensidade das alteragbes na expressao
(p=0.05/FC>1).
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Tabela 3. Proteinas consideradas no Volcano Plot e significantes a 1% e 5% de FDR. As ultimas trés colunas
destacam os top 10 grupos de proteinas com os valores de p mais intensos por contraste e algoritmo DEqMS. Em
vermelho, proteinas reguladas positivamente (UP - vermelho), e em azul, negativamente (DOWN - azul) de lobos-
marinhos em relagao aos cachorros.

Contraste Proteinas Signif. Top 10 DEqMS Top 10 UP  Top 10 Down
QDPR QDPR LOC119870648
LOC119870648 RTCB RBP1
RTCB BPNT1 TKFC
Arctocephalus
PRDX5 PTGR3 TTC38
australis
BPNT1 HNRNPAB PGD
VS. 2488 209
RBP1 PRDX5 EHHADH
Canis
TKFC IDH2 FREM2
lupus familiaris
HNRNPAB GK CTSz
ADSS1 GPD1 ALAD
PTGR3 ADSS1 RPN2

QDPR: Redutase da diidropteridina quindide, RTCB: Ligase de RNA RtcB homéloga, PRDX5:
Peroxirredoxina-5, BPNT1: 3'(2'),5'-bisfosfato nucleotidase 1, RBP1: Proteina contendo dominio de ligagéo a
acidos graxos citosolica, TKFC: Triocinase/Ciclase FMN, HNRNPAB: Heteroous nuclear ribonucleoprotein A/B,
ADSS1: Adenilossuccinato sintetase isoenzima, PTGR3: Redutase da prostaglandina 3, IDH2: lIsocitrato
desidrogenase [NADP], GK: Glicerol quinase, GPD1: Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD(+)], TTC38: Proteina
repetitiva de tetratricopeptideo 38, PGD: 6-fosfogluconato desidrogenase, descarboxilante, EHHADH: Enzima
bifuncional peroxissomal, FREM2: Proteina da matriz extracelular relacionada a FRAS1 2, CTSZ: Cathepsina X,
ALAD: Desidratase de acido delta-aminolevulinico, RPN2: Subunidade 2 da glicosiltransferase de proteina de
dolichil-difosfooligossacarideo (Anexo).

Para as proteinas com maior abundancia

lobos-marinhos (reguladas

positivamente) também estavam associadas a processos metabdlicos, porém,

presentes em organelas e relacionadas a conjugados proteicos (Fig. 14).
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Figura 14. Anotacdes GO para proteinas reguladas positivamente nos termos do GO componente celular (a), GO
funcdo molecular (b), e GO de processos bioldgicos das proteinas positivamente reguladas em Arctocephalus
australis em relagédo a Canis lupus familiaris utilizando Homo sapiens como organismo de interesse.

32



626
627
628

629
630
631
632
633
634

Na anadlise das proteinas diferenciais, 207 delas apareceram com maior

abundancia em lobos-marinhos. Ao analisar as vias com relagao a funcéo biolégica

em que estas estavam envolvidas, foi obtida a lista da figura 15A.

) ® ¥ .

M small molecule catabolic process °
W Metabolic Epileptic Disorders W
B monc carboxylic acid metabolic process
M nucleobase-containing small molecule metabolic pro
M Valine, leucine and isoleucine degradation
dicarboxylic acid metabolic process
M 2-Oxocarboxylic acid metabolism
M Glycine, serine and threonine metabolism
I Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle
organic hydroxy compound metabolic process
Metabolic reprogramming in pancreatic cancer
| mRNA Splicing - Major Pathway
Mirenal system process e
W regulation of nitric oxide biosynthetic process
regulation of cellular catabolic process

Gene and protein expression by JAK-STAT signaling
Choline catabolism

M positive reg: of catec proce
response to decreased oxygen levels

BMCODE1

EMCODE2

1 WMCODE3
MMCODE4

° M MCODE5
MCODE6

MMCODE7

Figura 15. A. Vias relacionadas a fungéo biolégica das proteinas reguladas positivamente em Arctocephalus
australis em relacao a Canis lupus familiaris. B. Rede de interagdo de termos enriquecidos. Legenda MCODE
(Molecular Complex Detection) para a descrigado de vias enriquecidas.

Varios processos metabdlicos e de transporte relacionados as proteinas
positivamente reguladas (UP) foram encontrados (Figura 16) nas vias relacionadas a
funcdo molecular. Dentre os processos detectados, destacam-se o metabolismo de
acidos organicos, catabolismo de acidos carboxilicos, processo metabdlico de
aminoacidos, catabolismo de aminoacidos. Além disso, processos relacionados a

regulagao genética, como splicing e metabolismo de RNA.

@icre2 @ @rra

Color MCODE GO Description Log10(P)

I Mook 1
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carboxylic acid catabolic process 18
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RNA splicing

Metabolism of RNA

mRNA splicing, via spicevsome

Valine, leucine and isoleucine
degradation

amino acid catabolic procass
carboxylic acid catabolic process
Spliceosome

mRNA Spicing - Major Pathway

mRNA Splicing

Figura 16. Rede de interagao proteina-proteina em relagédo a fungdo molecular e componentes MCODE (Molecular
Complex Detection) identificados pelas proteinas positivamente reguladas em Arctocephalus australis quando
comparada com Canis lupus familiaris. Os termos sdo apresentados em ordem decrescente de significancia (p <
0.01).
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Para as proteinas reguladas negativamente em lobo-marinho-sul-americano,

as anotacdes GO apontam que a maioria das proteinas analisadas também estava

associada a processos metabdlicos, presentes na membrana e relacionadas a

conjugados proteicos (Fig. 17).
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Figura 17. Anotagdes GO para proteinas reguladas positivamente nos termos do GO componente celular (a), GO

fungdo molecular (b), e GO de processos bioldgicos das proteinas negativamente reguladas em Arctocephalus

australis em relagéo a Canis lupus familiaris utilizando Homo sapiens como organismo de interesse.

Para as negativamente reguladas, 100 proteinas diferenciais foram analisadas

em vias metabdlicas relacionadas a fung¢ao bioldgica (Fig. 18).

WPID INTEGRINT PATHWAY
W monocarboxylic acid metabolic process
M regulation of tube diameter
MLysosome
B Neutrophil degranulation
regulation of proteolysis
W protein N-linked glycosylation
W Peptide hormone metabolism
MNABA ECM REGULATORS
response to salt
beta-Alanine metabolism
organic hydroxy compound metabolic process
B monocarboxylic acid biosynthetic process
W cellular modified amino acid metabolic process
Regulation of actin cytoskeleton
isoprenoid metabolic process
oligosaccharide metabolic process

positive regulation of small GTPase mediated signal |

M localization within membrane
fatty acid transport

BMCODE1
BMCODE2
M MCODE3

Figura 18. A. Vias relacionadas a fungéo bioldgica das proteinas reguladas negativamente em Arctocephalus

australis em relagcao a Canis lupus familiaris. B. Rede de interagdo de termos enriquecidos. Legenda MCODE
(Molecular Complex Detection) para a descricéo de vias enriquecidas.

Nas vias relacionadas a fungdo molecular das proteinas negativamente

reguladas (Figura 19), foram identificadas diversas categorias funcionais de proteinas
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relacionadas a regulagdo da matriz extracelular e a processos de sinalizagao celular.
Destacam-se os processos de: via de sinalizagdo de integrina e suas interacdes e

metabolismo de proteinas.
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- @ 5 - " SO
P B vcooE1 w8 PID INTEGRIN1 PATHWAY 72
. v | @r=
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Figura 19. Rede de interagao proteina-proteina em relagéo a fungdo molecular e componentes MCODE (Molecular
Complex Detection) identificados pelas proteinas negativamente reguladas em Arctocephalus australis quando
comparada com Canis lupus familiaris. Os termos s&o apresentados em ordem decrescente de significancia (p <
0.01).

5.3.Descricao das proteinas mais relevantes pelo DEqQMS

O detalhamento dessas proteinas significantes na analise diferencial pode
fornecer mais detalhes sobre suas fungdes bioldgicas especificas e possiveis
contribuicdes destas para as mudancas observadas entre os animais, do nivel

molecular a eventos fenotipicos mais amplos nos sistemas biologicos.

QDPR - Quinoid dihydropteridine reductase: Redutase de diidropteridina
quindide

A proteina QDPR proteina é essencial para o metabolismo de compostos
nitrogenados em mamiferos, como parte da via metabdlica de reciclagem de tetra-
hidrobiopterina, um componente vital na sintese de neurotransmissores. Desempenha
uma fungdo molecular de atividade oxirredutase, agindo no grupo CH-OH de

doadores, com NAD ou NADP como receptor.

Na subespécie Canis Ilupus familiaris (UniProtKB ID AOA8I3MGQ6), é
conhecida como Quinoid dihydropteridine reductase com 242 aminoacidos e acredita-
se que esta proteina esteja localizada no cromossomo 3 da espécie. A mesma
proteina € encontrada na espécie Zalophus californianus (UniProtKB D
AO0A6J2DJW1) sob o0 nome de Dihydropteridine reductase de mesmo tamanho, porém

para esta, acredita-se que a localizagdo seja no cromossomo 2 da espécie. A
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diferenga no nome pode indicar possiveis diferengas na especificidade das reagdes

enzimaticas ou nos substratos (dihidropteridina versus quinoides de dihidropteridina).
Esta proteina estava regulada positivamente em lobo-marinho-sul-americano.

LOC119870648 - Carbon-Nitrogen hydrolase domain-containing protein:
Proteina contendo dominio de hidrolase de carbono-nitrogénio

A proteina LOC119870648 encontra-se possivelmente envolvida na hidrdlise
de compostos contendo carbono e nitrogénio, especialmente em ligagdes lineares de

amidas.

Nos caes, a proteina (UniProtKB ID AOA8ISMVQ1), tem o gene localizado no
cromossomo 1 e € formada por 486 aminoacidos. Similarmente, em ledo-marinho-da-
Califérnia, esta proteina (UniProtKB ID AOA6J2DS03) € nomeada de pantetheinase
no gene LOC113927558 contendo um dominio CN hydrolase semelhante a proteina
do cao. Composta por 494 aminoacidos, seu gene esta localizado no cromossomo 7.
Essas diferengcas na sequéncia podem resultar em variagdes sutis na estrutura

tridimensional da proteina, embora a funcéo principal permaneca similar.

A pantetheinase nos cachorros esta associada ao gene VNN1 com 514
aminoacidos em sua composicao, identificado apenas nas amostras de cachorro.
Apesar dessa diferenca, 449 dos 495 aminoacidos comparados sao idénticos entre si,

0 que representa uma similaridade de 91% entre essas duas sequéncias.
Esta proteina estava regulada negativamente em lobo-marinho-sul-americano.

RTCB - RNA-splicing ligase RtcB homolog: Ligase de splicing de RNA
homodloga a RtcB

Essa proteina atua como subunidade catalitica do complexo ligase tRNA-
splicing. Elas unem metades de tRNAs clivados a tRNAs de tamanho maduro,
incorporando fosfato de jungéo de clivagem derivado do precursor no tRNA maduro
como um fosfodiéster 3',5' candnico. Em ambas espécies (UniProtKB ID AOA8I3PDZ7
e AOA6J2CWWS8) a proteina se apresenta com mesmo nome e sao homélogas, com
505 aminoacidos. As similaridades na estrutura e sitios ativos sugerem uma alta

conservacgao funcional e estrutural na clivagem e conexao de moléculas de tRNA.
Esta proteina estava regulada positivamente em lobo-marinho-sul-americano.

PRDX5 — Peroxiredoxin-5: Peroxirredoxina-5
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A descricdo para a proteina em Canis lupus familiaris (UniProtKB ID
AOA8I3Q4L7) e Zalophus californianus (UniProtKB ID AOA6J2BYV9) se refere a
mesma funcido para a peroxirredoxina-5 em ambas espécies. Ela desempenha um
papel de peroxidase especifica para tiol, reduzindo o peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos organicos para agua e alcoois, respectivamente. Essa fungao ajuda na
protecao celular contra o estresse oxidativo, desintoxicando perédxidos, além de atuar

como sensor para eventos de sinalizagdo mediados pelo peréxido de hidrogénio.

Apesar de pertencerem a mesma familia de peroxirredoxinas-5, exibem
diferencas na extensdo de aminoacidos: a versdo encontrada nos cachorros possui
348 aminoacidos, enquanto a encontrada em ledes-marinhos possui 319. Essas
variagdes na extensdo podem indicar diferengas estruturais ou funcionais entre as
versdes encontradas nessas espécies distintas, apesar de pertencerem a mesma

familia de proteinas.
Esta proteina estava regulada positivamente em lobo-marinho-sul-americano.

BPNT1 - 3(2°), 5-bisphosphate nucleotidase 1: Nucleotidase 3'(2'),5'-bisfosfato
1

A proteina BPNT1, também conhecida como bisfosfato 3-prime-nucleotidase
ou BPntase, pertence a uma familia de fosfomonosterases dependentes de magnésio.
A fungao principal dessa proteina é a conversao de adenosina 3'-fosfato 5'-fosfosulfato
(PAPS) para adenosina 5'-fosfosulfato (APS) e de 3'(2')-fosfoadenosina 5'-fosfato
(PAP) para adenosina monofosfato (AMP). Elas desempenham um papel na
regulacdo dessas moléculas nucleotidicas em seus respectivos organismos, embora
possam existir diferencas sutis em sua expressao ou atividade entre as espécies

devido ao ambiente ou a adaptacao especifica de cada uma delas.

Na subespécie Canis lupus familiaris (UniProtKB ID AOA8I3PXH2), a proteina
€ identificada como 3'(2'), 5'-bisphosphate nucleotidase 1, composta por 348
aminoacidos, presumivelmente localizada no cromossomo 38. Para a espécie Z.
californianus (UniProtKB ID AOA6J2EJV0), a proteina tem o mesmo nome, com um

tamanho equivalente e € possivelmente localizada no cromossomo 10.
Esta proteina estava regulada positivamente em lobo-marinho-sul-americano.

RBP1 - Cytosolic fatty-acid binding proteins domain-containing protein:
Proteina contendo dominio de proteinas de ligagao a acidos graxos citosélicos
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Embora o gene seja encontrado nas duas espécies, a proteina apresentada é
diferente. Na subespécie Canis Ilupus familiaris, a proteina (UniProtKB ID
AOA813Q2C2) ¢é identificada como contendo o dominio de ligagdo a acidos graxos
citosélicos, com 332 aminoacidos e possivelmente localizada no cromossomo 23. E
associada com fungdes no transporte, na biossintese de acido retindico e no
metabolismo de vitamina A. Esta proteina também é encontrada no citosol. Ja na
espécie Z. californianus, a proteina (UniProtkKB ID AOA6J2C748) é identificada como
proteina de ligacdo ao retinol 1, composta por 135 aminoacidos, possivelmente

localizada no cromossomo 1 e também encontrada no citosol.
Esta proteina estava regulada negativamente em lobo-marinho-sul-americano.

TKFC — Triokinase/FMN cyclase: Triocinase/ciclase de FMN

A proteina TKFC, representada pelos UniProt IDs AOA6J2BNNS para o ledo-
marinho-da-Califérnia e F1Q0KS para o cado doméstico, € essencial na conversao de
FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) em AMP, H+ e riboflavina ciclo-4',5'-fosfato. Essa
atividade catalitica sugere uma fungao bifuncional como quinase de triose e como uma
liase (enzimas que adicionam ou removem elementos de agua, aménia ou dioxido de
carbono) FAD-AMP. A comparacado das informagdes das duas espécies revela
semelhancas nas caracteristicas de ligagao e atividade de sitio ativo, bem como a
predicdo de dominios DhaK e DhaL que sugerem fung¢des semelhantes. Essa analise
comparativa destaca a funcionalidade essencial dessa proteina em diferentes

espécies.
Esta proteina estava regulada negativamente em lobo-marinho-sul-americano.

HNRNPAB - Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B: Ribonucleoproteina
heteronuclear A/B

Essas proteinas estdo associadas aos pré-mRNAs no nucleo celular,
influenciando o processamento do RNA e seu transporte. Possui papel de regulagao
da expresséao genética e facilitando a sintese, processamento e transporte de mRNA.
Ela influencia a estrutura do RNA e participa do processo de splicing, removendo
introns para formar o mRNA maduro. Além disso, faz parte da subfamilia das
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs), produzidas pela RNA
polimerase Il. A HNRNPAB, que possui dominios de reconhecimento de RNA (RRM),
interage com componentes do editossomo e possui multiplas isoformas devido a

variantes de transcritos alternativos.
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Cachorros e lobos-marinhos (UniproKB IDs AOA8I3N8K2 e AOAG6J2E361,
respectivamente) compartiham a mesma proteina codificada pelo gene com 285
aminoacidos nos primeiros e 361 nos ultimos. No entanto, embora a fungédo seja
conservada, existem possiveis diferencas nas isoformas produzidas por cada espécie,
sugerindo variagdes nas transcricoes dos splices. Essas diferengas podem refletir
adaptacdes especificas entre as espécies devido a evolugdo ou a regulagéao

diferencial.
Esta proteina estava regulada positivamente em lobo-marinho-sul-americano.

ADSS1 - Adenylosuccinate synthetase isozyme 1: Isoenzima da sintetase de
adenilosuccinato

A proteina ADSS1 participa do metabolismo de purinas. Sua fungao é na
regulacdo dos niveis de IMP (inosina monofosfato) e AMP em diferentes tecidos,
contribuindo ativamente para processos metabdlicos vitais, como glicolise e
amoniogénese. Essa proteina é essencial na sintese de novo dos nucleotideos de
purina, catalisando a conversao de GTP, IMP e L-aspartato em GDP, 2 ions de
hidrogénio, N6-(1,2-dicarboxietil)-AMP e fosfato. A presenca dos ions de magnésio
(Mg?*) é crucial como cofator nesse processo. Além disso, a ASS1 apresenta sitios de
ligacdo e ativos especificos que influenciam suas interagbes moleculares e suas

atividades bioquimicas.

A proteina representada nos grupos (UniProtKB IDs AOA8COSRK3 no céo e
AOA6J2B984 no ledo-marinho-da-Califérnia) exibem semelhancas estruturais e
funcionais significativas, visto que s&o ortdlogas e pertencem a mesma familia de
enzimas. Possui 457 aminoacidos. Para os cées é encontrada no cromossomo 8, e
para os ledes-marinhos, no 6. Estas variacdes estruturais podem refletir adaptacoes
especificas de cada espécie, possivelmente em resposta a ambientes metabdlicos

distintos ou as exigéncias fisioldgicas particulares encontradas em cada organismo.
Esta proteina estava regulada positivamente em lobo-marinho-sul-americano.

PTGR3 - Prostaglandin reductase 3: Redutase de prostaglandina 3

A proteina PTGR3 é encontrada em Canis lupus familiaris (UniProtKB 1D
AOA8I3MDE7) composta por 377 aminoacidos e com gene codificador no
cromossomo 1. A fungdo dessa proteina esta associada a reducéo de prostaglandinas
e a regulagdo negativa da diferenciagdo de células adiposas. E encontrada
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principalmente no peroxissoma. Apresenta atividade de ligagdo de ion zinco e esta
dentro da familia de alcool desidrogenase que contém zinco. A proteina Prostaglandin
Reductase 3 isoform X1, encontrada em ledo-marinho no gene ZADH2 (UniProtKB ID
AOA6J2BLW1) no cromossomo 14, também €& uma enzima composta por 377
aminoacidos associada a atividade de oxirredug¢ao na familia de alcool desidrogenase.
A funcao especifica como redutora de prostaglandinas € prevista para ambas

proteinas.

Esta proteina estava regulada positivamente em lobo-marinho-sul-americano.
6. Discussao

Ao examinar proteomas de diferentes tecidos, como figado, musculo, rim,
sangue e urina, observamos que a analise protedOmica apresenta resultados diferentes
entre si, refletindo a heterogeneidade inerente a cada tecido. Dentro dos rins, as
células glomerulares, endoteliais e tubulares podem apresentar variagdes tanto
morfolégicas quanto moleculares em seus efetores. Assim, em estudos do proteoma
renal, a inclusdo de multiplos individuos de uma mesma espécie proporciona uma
visdo ampla do proteoma médio e facilita a identificagdo de proteinas altamente

expressas e suas variagoes.

A funcgao celular depende da capacidade da célula de se adaptar as mudancgas
nas condig¢odes fisicas ou bioquimicas do ambiente externo e encontrar as condi¢cdes
ideais de funcionamento (Hochachka e Somero, 2002). O estresse osmotico € um
desafio significativo para os organismos, sendo um dos principais desencadeadores
da resposta ao estresse celular (Ortiz, 2001; Ortiz et al., 2002a; Kultz, 2020). As
células precisam ajustar sua homeostase para enfrentar as variagdes osmaoticas e as
proteinas envolvidas nas respostas de estresse celular representam as mais

altamente conservadas entre todos os organismos (Kultz, 2020).

As proteinas mais relevantes da analise estdo em grande parte envolvidas com
processos bioldgicos fundamentais, abrangendo desde a regulacédo do metabolismo
energético, resposta ao estresse oxidativo, metabolismo de RNA, até fungdes
relacionadas a producdo e processamento de moléculas essenciais para o
funcionamento celular. Elas desempenham papéis criticos na geragdo de energia,
estabilidade do RNA, defesa antioxidante e diversos outros processos celulares

essenciais para a homeostase e sobrevivéncia celular.
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Ao considerar a importancia da conservagao dessas proteinas, as variagdes
nas isoformas podem representar uma especializacdo adaptativa para enfrentar o
estresse osmotico no ambiente marinho (Stastna e Van Eyk, 2012). Estas adaptagdes
moleculares podem incluir modificagées nas propriedades fisicas e bioquimicas das
proteinas, conferindo aos lobos-marinhos a capacidade de manter a homeostase
celular diante das condigdes osmoticas do oceano. A presenga de diferentes
isoformas permite uma resposta mais flexivel a esses desafios, possibilitando ajustes
especificos para otimizar a funcionalidade das proteinas em diferentes contextos
fisiolégicos. Dessa forma, as isoformas desempenham um papel crucial na
capacidade adaptativa desses animais, contribuindo para a regulagdo fina dos

processos celulares e assegurando a eficiéncia na resposta aos estimulos ambientais.

A regulacao do meio interno pelos rins envolve quatro processos principais: a
filtracdo do plasma sanguineo pelos glomérulos, a reabsorgao seletiva pelos tubulos,
a secrecao pelos tubulos e a troca de ions H* e producdo de amoénia para a
conservacgao de bases. Esses processos sao essenciais para o equilibrio acido-base
e a eliminagdo eficiente de residuos metabdlicos. Nesse estudo foi possivel
correlacionar os achados com essas funcbdes renais tdo fundamentais para a

manutengcao da homeostase do organismo.

Nas subsecgdes a seguir serdo discutidos os principais processos envolvidos
com esta adaptagcado molecular ao ambiente marinho e a osmorregulagdo como evento

fundamental a esta conquista.

6.1. Processos metabdlicos envolvidos com a adaptagiao molecular ao

ambiente marinho e a osmorregulagao

Nessa subsecao serdo discutidos alguns pontos principais para a adaptacéo
da osmorregulacdo de acordo com a literatura ao que se refere aos seguintes
processos: processo catabolico de moléculas pequenas; processo metabdlico de
moléculas pequenas contendo nucleobases; processo metabdlico de acido
monocarboxilico; processo metabdlico de acido dicarboxilico; processo metabdlico de
3-oxocarboxilico; degradagao de valina, leucina e isoleucina; metabolismo de glicina,
serina e treonina; metabolismo de piruvato e ciclo do acido citrico (CAC); processo
metabodlico de compostos organicos hidroxilicos e reprogramacédo metabdlica da

insulina.
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Os rins sao responsaveis pela reabsorgdo de aminoacidos e glicose, além de
participarem ativamente da produgao de glicose, lactato e piruvato, por meio da via da
gliconeogénese (Fig. 20). Esse 6rgéo também faz papel regulador no equilibrio acido-
base por meio do metabolismo interorganico da glutamina. Além disso, € responsavel

pela sintese de arginina, tirosina e glicina (Li et al., 2020).

Glicose
o Glicose-6P g
3]
= Frutose-6P =
Frutose-1,6-biP
~ NAD*
NADH/H*
Metabolismo de
sering, glicinae e
carbon l
Lactato '/‘ ®  Piruvato
NAD* NADH/H’ Isoleucina
Leucina
_ /Triptofano
Aspartato Acetil-CoA
o \
Sparap. _Oxaloacetato citrato
v \\
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J e,
-z CAC :

Fumarato a-cetoglutarato
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AP ADE Treonina

Valina

Figura 20. Via metabdlica de glicose, lactato e piruvato, por meio da via da glicdlise e gliconeogénese. E o
metabolismo do ciclo do acido citrico.

Durante a evolucdo, os caes domeésticos se adaptaram a dietas onivoras
(Bradshaw, 2006; Li e Wu, 2023) obtendo amido de ingredientes vegetais, enquanto
os lobos-marinhos permaneceram carnivoros obrigatérios. Quando as dietas néo

fornecem quantidade suficiente de amido, glicogénio ou glicose, 0os organismos
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precisam sintetizar glicose a partir de aminoacidos glicogénicos em seus figados e
rins (Belo et al., 1976). A carne contém apenas uma pequena quantidade de
glicogénio, assim, a gliconeogénese feita a partir de aminoacidos desempenha um
papel essencial no fornecimento de glicose para o cérebro, glébulos vermelhos e

imundécitos, sendo a via crucial para a sobrevivéncia desses animais (Li e Wu, 2023),

O rim € um regulador ativo dos niveis plasmaticos de glicose, sendo capaz de
evitar extremos glicémicos e fazer a manutengdo da homeostase da glicose (Baker e
Czarnecki-Maulden, 1991; Cersosimo, 2004). A sintetizacdo e a degradacgao da
glicose sdo as vias de controle dos niveis de glicose no organismo. Em jejum
prolongado ocorre a diminuigdo dos niveis plasmaticos de glicose, aminoacidos e
triglicerideos levando a reducéo da secrecéo de insulina e ao aumento do glucagon,
que pode ser explicar a regulagao negativa de horménios peptidicos (Fig. 21). Nessa
situagado, o rim faz gliconeogénese, produzindo glicose a partir de aminoacidos e
outros precursores para manter niveis adequados de glicose na circulagdo sanguinea
(Nelson e Cox, 2011).
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Figura 21. Acéo do rim e do figado na situagédo de jejum prolongado, onde o rim & um regulador ativo dos niveis
plasmaticos de glicose e garante o fornecimento adequado de glicose para os glébulos vermelhos, imundcitos e
cérebro.
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No contexto dos resultados encontrados nesse estudo, a identificacdo de vias
reguladas positivamente em lobos-marinhos, especificamente relacionadas a
glicolise, gliconeogénese, biossintese e degradacdo de aminoacidos, bem como o
metabolismo de carbono, fornece uma visdao aprofundada das adaptacdes
moleculares desses animais. Essas vias sdo diretamente relacionadas a geragao de
energia celular, ressaltando a importancia de processos metabdlicos especificos para
sustentar as demandas fisiolégicas unicas dos lobos-marinhos incluindo as complexas
interagcdes entre dieta e metabolismo na adaptacéo evolutiva. Além disso, a glicina &
um componente essencial para a digestao de gorduras e absorgédo de acidos graxos
longos e desempenha papéis importantes na regulacédo metabdlica, sendo associada
inclusive ao aumento da capacidade antioxidante e promocado da sintese proteica
(Wang et al., 2013).

A valina, leucina e isoleucina sdo AAs de cadeia ramificada (AACR). Ao
contrario da maioria dos AAs essenciais, os AACR também s&o metabolizados nos
rins, portanto, sujeito a alteragdes funcionais e morfologicas (Shimomura et al., 2006;
Li e Wu, 2023). Glicina, serina e treonina sao aminoacidos que passam por diversas
vias metabdlicas no organismo. Os principais locais de sintese de serina séao o figado
e o rim. A glicina pode ser sintetizada a partir da serina e a via secundaria para a
producao desta envolve a degradacdao de treonina (Smith et al., 2007). Esses
aminoacidos sao essenciais para a sintese de muitas proteinas, formacdo de

compostos estruturais e a regulagao geral do metabolismo.

Os achados nas vias positivamente reguladas nos rins de lobos-marinhos
sugerem adaptacdes metabolicas especificas com os processos catabdlicos de acido
carboxilico e acido organico destacados. A conexéo entre os AACR com essas vias
metabdlicas pode indicar estratégias distintas para lidar com a disponibilidade variavel
de nutrientes no ambiente marinho (Wang et al., 2013). Além disso, a analise das vias
metabdlicas envolvendo aminoacidos essenciais, como glicina, serina e treonina,
oferece insights sobre a capacidade dos rins desses animais para sintetizar
aminoacidos e manter a estabilidade metabdlica, mesmo em condi¢cdes desafiadoras
de dieta. A sintese de serina no rim, a conversao entre glicina e serina, e a degradagao
de treonina para a produgao de glicina destacam-se nessas vias metabdlicas (Smith
et al., 2007). Alem de desempenharem papéis fundamentais na sintese proteica,
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esses aminoacidos também desempenham um papel central na regulagdo do

metabolismo, tendo importancia fundamental para as fungdes celulares e sistémicas.

O metabolismo do piruvato e o ciclo do acido citrico (CAC) séo as principais
fontes de energia celular e participam de muitas vias metabdlicas nas células. A
atividade funcional do néfron demanda um intenso consumo energético decorrente da
atividade metabdlica, resultando em um consumo elevado de ATP no organismo. A
maior parte desse consumo de oxigénio esta relacionada ao transporte tubular
mediado pela Na*/K*-ATPase (Lutaif e Gontijo, 2009).

As bombas de sodio/potassio (Na*/K*) sdo proteinas transmembrana que
participam da manutencao do equilibrio eletroquimico celular. Presentes em todas as
células do corpo, essas bombas realizam o transporte de ions de sddio e potassio,
contribuindo para a estabilidade do ambiente intracelular. A estrutura dessas bombas
consiste em subunidades a, que contém sitios de ligagcdo para ions e moléculas
regulatérias, além de subunidades B que estabilizam a estrutura na membrana e
subunidades y. Existem evidéncias in vivo indicando a presenga de uma subunidade
y adicional expressa exclusivamente na medula externa e interna do rim. Esta
subunidade adicional tem o potencial de modular a afinidade da Na*/K*-ATPase para

o0 ATP, o sédio e o potassio (Wetzel e Sweadner, 2001; Kuper et al., 2007).

Nesse caso, os achados conseguem destacar a correlagcédo da atividade
funcional do néfron e da regulagao iénica renal com o metabolismo energético das
células. A elevada demanda de ATP associada a atividade metabdlica do rim,
conforme discutido por Lutaif e Gontijo (2009), mostra a necessidade da eficiéncia na
producdo de energia para sustentar as fungdes renais, sendo esse processo

alimentado pelos metabolismos do piruvato e do CAC.

A Alga de Henle realiza a reabsorgao de agua e NaCl, K+, Caz e HCOs" filtrados.
A ATPase no ramo ascendente € impermeavel e essencial para esse processo de
reabsorgao de solutos, o ramo descendente é permeavel a agua. O tubulo distal e o
ducto coletor realizam a reabsorcdo de NaCl filtrado e sdo permeaveis na presenca
de vasopressina (liberada em resposta a hipotensdo, estresse, desidratacéo e
aumento da osmolaridade sanguinea). No tubulo distal ainda ha troca ibnica, com a
aldosterona promovendo a absor¢cdo de Na* e secrecao de K*. Por isso, a relagao

entre o transporte tubular mediado pela Na*/K*-ATPase e o consumo elevado de
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oxigénio sugere que essas bombas desempenham um papel crucial na homeostase
ibnica renal dos lobos-marinhos visto que foi possivel encontrar alteragdo nas vias
relacionadas e de aquaporinas ja demonstradas como essenciais na adaptacéo de
mamiferos aos ambientes marinhos (Kuper et al., 2007; Xu et al., 2013; Pedro et al.,
2015). Essas relagdes sugerem que o rim, ao modular o metabolismo energético e o
transporte ibnico, desempenha um papel central na manutencdo da homeostase
eletroquimica sendo essencial na presenca de um ambiente hiperosmoético como a

agua salgada.

6.2. Processos celulares e moleculares envolvidos com a adaptacao

molecular ao ambiente marinho e a osmorregulacao

Estimulos ambientais, variagdes de temperatura, choques osmoéticos, estresse
oxidativo, privagao de aminoacidos e esgotamento de nitrogénio provocam alteragdes
na transcricdo do DNA, frequentemente acompanhadas por mudancas na estabilidade
do mRNA (Burg et al., 1996).

As células reagem ao aumento da osmolalidade com inumeras alteragdes na
expressao génica. Os genes afetados podem variar entre espécies, mas os efeitos
osmoprotetores dos produtos génicos sdo semelhantes, principalmente a acumulagao
celular de osmdlitos organicos compativeis (Yancey et al., 1982; Burg et al., 1997,
Dihazi et al., 2005). Diante de estresses fisicos e quimicos que interferem na forma
das proteinas e nos processos metabdlicos normais, as células respondem ativando
estratégias de expressado génica. E o splicing de pré-mRNA atua como um ponto
central para integrar as respostas da célula diante diferentes tipos de estresse,
coordenando a expressdo dos genes de maneira adaptativa (Biamonti e Caceres,
2009; Kawa e Testerink, 2017).

A principal via do splicing de mRNA refere-se ao processo pelo qual os introns
sao removidos e os éxons sdo unidos para formar um mRNA maduro. E de acordo
com Kawa e Testerink (2017) em seus achados, existe uma conexao direta entre a
maquinaria de splicing e as respostas ao estresse salino em plantas. No estudo, eles
indicam uma série de fatores ligados a resposta osmaética, em que maioria esta
relacionada ao processo de deccaping do mRNA e, como consequéncia, a
degradagéao de transcritos.
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O splicing alternativo do RNA mensageiro € uma fonte importante de
diversidade proteica celular (Black, 2000). As mudancas nas vias de splicing de mRNA
e no spliceossoma alteradas e significativas nos lobos-marinhos atuam na regulagéo
da expressdo génica adaptativa nos rins, descritos aqui no contexto da resposta ao
estresse salino. Isso contribui significativamente para a eficiente eliminagao de ions
em excesso e a retengao essencial de agua. Considerando o que foi abordado por
Kawa e Testerink (2017), onde os fatores relacionados a resposta osmotica estéo
ligados ao processo de decapping do mRNA e a subsequente degradacdo de
transcritos, a identificagdo dessas adaptagdes moleculares nas vias de splicing pode
ser uma das respostas genéticas que levaram a regulagcédo da adaptagao ao ambiente

marinho.

Schiell et al., (2013) investigou o impacto da ingestdo de sal no splicing
diferencial do co-transportador Na*/K*/2CI-, (NKCC2), essencial para a reabsorgao de
sodio na alga de Henle. Em camundongos com diferentes dietas de sal, observaram-
se mudangas nas isoformas NKCC2A e NKCCZ2B, influenciadas pela ingestédo de sal,
medicamentos e 0 hormdnio angiotensina Il. Tanto a restricdo quanto o excesso de
agua afetaram a expressao das isoformas, concluindo que o splicing do NKCC2 é

sensivel a ingestao de sal, desempenhando um papel na adaptagao renal.

Como nao ha evidéncias para a importancia do splicing relacionadas a ingestao
de sal em mamiferos marinhos, é possivel extrapolarmos a resposta adaptativa de
outros estudos, como o de Schieldl et al., (2013). Em Shehata (2009), o papel do
splicing alternativo da subunidade a do ENaC sugerem que adaptacdes genéticas
podem ocorrer em resposta a ingestao de sal para otimizar a homeostase ibnica em
ratos. Além disso, considerando também a influéncia do splicing na evolugao das
proteinas, como abordado em Parmley et al. (2007), é possivel sugerir que a
otimizacao do splicing proximo as fronteiras intron-éxon pode estar ligada a eficiéncia
metabdlica em ambientes com restrigdo hidrica e elevada ingestao de sal. Portanto, a
via destacada nesse estudo pode discutir que a restricio de agua para o

funcionamento metabdlico tenha desencadeado a resposta génica da adaptacéo.

Nesse contexto, a adaptacao renal deve considerar ndo apenas os aspectos
moleculares diretos, mas também as interagbes com a matriz extracelular (ECM, do
inglés Extracellular Matrix). As integrinas sdo uma familia de moléculas de adesao
envolvidas com mecanotransducdo e sinalizacdo de fatores de crescimento e
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participam da regulagcdo da organizacgao citoesquelética, bem como da ativagao das
MAP quinases. Nossas descobertas indicam uma regulacéo negativa de integrina-1

em lobos-marinhos em comparagao com caes.

Corroborando com os achados deste trabalho, Sheikh-Hamad et al. (1997)
registraram a expressao e indugao hipertbnica da beta 1-integrina em células renais
de caes e, demonstraram que CD9 e beta 1-integrina sdo expressos de maneira
coordenada na membrana celular, indicando a formag&o de um grupo de proteinas de
membrana integral. Essa associagdo parece desempenhar um papel crucial na
adaptacao das células renais ao estresse osmatico, possivelmente desencadeando
ajustes regulatorios. Essas adaptagdes provavelmente envolvem modificacbes na
resposta ao estresse osmaotico, com potencial impacto na expressao e interagao das
integrinas. Essa observacgao é reforgada pela analise do termo GO, que revela a
presenca significativa de muitas proteinas associadas ao componente 'membrana’ nos

lobos-marinhos no contexto do experimento.

6.3. Sinalizagcao Celular e Transporte Molecular: envolvidos com a

adaptacao molecular ao ambiente marinho e a osmorregulagao

Os rins sao responsaveis pela regulagao do volume e composi¢ao do liquido
extracelular, e ajustam a quantidade de agua e eletrdlitos para garantir a estabilidade
e integridade fisiologicas. Além disso, a sintese de horménios como eritropoietina,
renina e calcitriol desempenha papéis cruciais na regulagado da pressao sanguinea,
producao de células vermelhas e metabolismo do calcio. S&o 6rgaos que participam
ativamente na formacgao da urina, filtrando o plasma sanguineo para concentrar e
remover residuos metabdlicos e contribuem para a conservacdo de proteinas,

regulando a quantidade perdida na urina (Ortiz, 2001; Tuma et al., 2016).

Nos processos de absorcédo, metabolismo e utilizacdo, a maioria dos nutrientes
e 0os metabdlitos precisam ser transportados através das membranas celulares por
meio de varios transportadores. Em relagao ao transporte de acidos graxos, estudos
indicam que apenas uma fragao dos acidos graxos de cadeia longa consegue penetrar
nas células através de proteina transportadora de acidos graxos (FATP) (Tseng e
Hwang, 2008). Além disso, evidéncias sugerem que a regulagcdo da expressao e
atividade desses transportadores desempenha um papel crucial na adaptacao das

células a diferentes condic¢des fisioldgicas e ambientais. Hormonios e citocinas, como
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aqueles mencionados por Frohnert et al. (1999) e Pohl et al. (2004), tém sido
identificados como moduladores potenciais da expressdo da FATP, indicando uma
complexa rede de regulagdo. A insulina, por exemplo, demonstrou induzir a
translocacdo da FATP nas membranas plasmaticas murinas, resultando em um

aumento na captagao de acidos graxos de cadeia longa.

A participagcdo de proteinas transportadoras de acidos graxos em lobos-
marinhos, associada a regulagcdo negativa da via de transporte de acidos graxos,
sugere uma possivel correlagdo com a condi¢ao de isquemia transitéria. Estudos
indicam que uma fragao limitada de acidos graxos de cadeia longa consegue penetrar
nas ceélulas por meio dessas proteinas (Tseng e Hwang, 2008). Esses acidos graxos
desempenham varias fungdes cruciais em organismos multicelulares, sendo a
principal fonte de energia para o coragao, e capazes de serem oxidados por varios
tecidos para atender as suas necessidades energéticas. Portanto, essa alteragéo
pode estar relacionada as adaptagdes cardiovasculares desses animais, como
evidenciado em estudos sobre focas, que enfrentam periodos de hipdxia durante
mergulhos, resultando em episédios de isquemia regional e reperfusdo abrupta
(Elsner et al., 1998; Fahlman et al., 2017).

A via JAK/STAT que foi encontrada positivamente regulada em lobos-marinhos
€ composta por Janus Quinases (JAKs) e Fatores de Transcricao e Ativadores de
Transcricao (STATSs), e € uma cascata de sinalizagdo conservada nos animais que
participa de diversas respostas celulares, como proliferagéo, diferenciagao, migragao,
apoptose e sobrevivéncia celular (Simon et al., 1998). A ativagédo dessa via é essencial
para processos de desenvolvimento e homeostase, incluindo hematopoiese,
desenvolvimento de células imunes, manutencdo de células-tronco e crescimento.
Evidéncias recentes apontam que a via JAK/STAT também desempenha um papel
significativo em diversas respostas celulares a diferentes formas de estresse
biolégico, incluindo  hipoxia/reperfusdo, endotoxina, Iluz ultravioleta e
hiperosmolaridade (Dudley et al., 2004).

A ativacdo de STATs, mediada por fatores como estresse oxidativo, pode
influenciar a expressédo génica e desencadear respostas adaptativas (Simon et al.,
1998; Dudley et al., 2004). Dessa forma, nossos resultados ndo apenas reforcam a
relevancia da via JAK/STAT nos rins, mas também indicam a possivel influéncia dessa
via nas adaptacdes celulares especificas de lobos-marinhos, abrindo espaco para
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investigacbes mais aprofundadas sobre os mecanismos envolvidos nessas

adaptacdes.

Em mamiferos marinhos, como uma adaptacdo ao ambiente aquatico, as
células vermelhas sdo mais numerosas e maiores, resultando em uma concentracao
10 vezes maior de mioglobina, responsavel pelo armazenamento de oxigénio (Wilhelm
Filho et al., 2002; Holm et al., 2016). Essas adaptagdes garantem a eficacia do sistema
renal e metabdlico em diferentes condigdes fisioldgicas. Em mergulhos longos e
profundos ha a diminuicdo dos batimentos cardiacos, contracdo das artérias e
direcionamento do fluxo sanguineo para 6rgaos vitais como o cérebro, coragao e
glandulas suprarrenais (Kooyman e Ponganis, 1998; Ponganis, 2015) (Fig. 22). O que

também conversa com as vias positivas de resposta a niveis baixos de oxigénio.

[ Controle da pressao sanguinea J

Mergulho

T~

[ Armazenamento de oxigénio J

Figura 22. Esquema da bradicardia no mergulho onde ha um controle da vasoconstricdo das artérias e o fluxo
sanguineo é redirecionado para 6rgaos vitais, incluindo cérebro, coragao e glandulas suprarrenais.
Considerando a importancia da metionina para o desenvolvimento normal de
mamiferos, destaca-se sua participagdo em processos bioldgicos fundamentais,
incluindo a sintese de proteinas e o fornecimento de homocisteina (Finkelstein, 1990).
Essa, por sua vez, faz parte do metabolismo de folatos intracelulares e no catabolismo
de colina, positivamente regulado. A colina além de sua fungdo estrutural nas
membranas celulares, influencia o metabolismo lipidico, na integridade das
membranas celulares e em processos essenciais para a funcédo cerebral e hepatica
(Pinotti et al., 2002). Nos estudos com ratos de Li et al. (2007), foi observado que
diante do estresse da privacdo de colina, os rins sdo de extrema relevancia na
manutengao dos 6érgaos vitais, pois sacrificam a colina para atender as demandas do

cérebro e do figado por meio de uma redistribuicdo estratégica deste efetor.

Além disso, a colina atua como precursor da betaina, uma substancia crucial

para a adaptagdo das células a estresses osmoticos. Ambas s&o de grande
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importancia na osmorregulagao celular (Pinotti et al., 2002). A betaina funciona como
um osmoprotetor participando da regulagdo da pressao osmatica intracelular e no
metabolismo de grupos metila (Wargo, 2013). Sua capacidade de equilibrar a forga
osmotica do citoplasma com o ambiente circundante protege as células contra
variacdes na concentracdo de solutos, contribuindo assim para a estabilidade celular
em condicbes de estresse. Por isso, esses achados realgam a importancia do
destaque da via de catabolismo da colina na funcionalidade dos 6rgaos criticos,
evidenciando o papel essencial desempenhado pelos rins nesse processo.

6.4. Respostas a Estimulos Ambientais: envolvidos com a adaptagao

molecular ao ambiente marinho e a osmorregulagao

Ao longo da evolugdo, os mecanismos moleculares foram selecionados e
melhorados para permitir a sobrevivéncia e adaptagdo dos organismos em ambientes
com variagcdes osmoéticas. O hipotalamo € o principal centro de controle para a
manutengdo da homeostase, especialmente na regulagdo do equilibrio de fluidos
corporais, e nos mamiferos, os rins desempenham um papel critico na regulagéo do
volume de fluido intravascular e concentragdes de eletrélitos (Ortiz et al., 1998, 2002b;
Smoll et al.,, 2020). Entretanto, a fun¢do crucial do rim de reabsorver a agua e
concentrar a urina depende da criagao fisiologica de um ambiente altamente
concentrado na medula renal para controlar o equilibrio hidrico do organismo (Ho,
2006). O estresse osmotico em mamiferos, portanto, esta relacionado as células da
medula renal e dos rins na regulagao da osmolaridade, evidenciando a diversidade na

adaptacao celular a diferentes ambientes (Ho, 2006).

Nos resultados do presente estudo temos regulagdes negativas na resposta ao
sal e regulagbes positivas no processo do sistema renal. A resposta ao sal, sendo
uma via significante na expressao diferencial em relagdo aos cachorros, apresenta-se
como adaptagao relacionadas as estratégias especializadas que os lobos-marinhos
possuem para lidar com a hipersalinidade em seu habitat. Por outro lado, a maior
atividade ou eficacia, nos processos relacionados ao sistema renal nos lobos-
marinhos corroboram com as hipoteses de adaptacbes metabdlicas especificas
desses animais, especialmente nas vias relacionadas a sintese de proteinas,
metabolismo de aminoacidos e regulagao hormonal. Com base nisso, a seguir serao
discutidas algumas das principais vias relacionadas com as respostas aos estimulos
do ambiente salino dos mamiferos marinhos.
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No geral, os rins dos mamiferos sao regulados por cinco horménios principais:
angiotensina (ANG, incluindo ANG I, Il ou IlIl), renina, aldosterona, peptideo
natriurético atrial (ANP) e vasopressina (AVP) (Ortiz, 2001; Ortiz et al., 2006). A renina,
ANG e aldosterona operam por meio do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) para modular a atividade da Na*/K*-ATPase, resultando no aumento da
reabsor¢céo de agua pelos mamiferos (Kuper et al., 2007). A atividade do sistema
SRAA e das catecolaminas durante comportamentos como jejum ou mergulho difere
nos mamiferos marinhos (Vazquez-Medina et al., 2010), fato este que respalda o
achado de regulagado positiva do processo metabdlico de catecolamina em lobos-

marinhos encontrado neste estudo.

O SRAA é um sistema enzimatico-peptidico responsavel por um dos
mecanismos de vasoconstricdo e retencao de sal que esta presente em todos os
animais vertebrados e invertebrados (Berta et al., 2006; Pough et al., 2008) e
correlaciona-se diretamente com o processo do sistema renal, positivamente
regulado. Um sistema ativo do SRAA foi identificado na maioria dos grupos de
mamiferos marinhos, com sua sensibilidade variando em relagao a disponibilidade de
sal (Ortiz et al., 2001). Diferentemente dos mamiferos terrestres, onde o SRAA é
principalmente estimulado por mudangas na pressao sanguinea e no volume de
solutos (Hall, 1986), em mamiferos marinhos pode ser um indicador muito util da
resposta ao estresse, especialmente em relagado aos possiveis impactos no equilibrio
de sal e a ativagao prolongada do SRAA durante o mergulho profundo. Isto sugere um
papel predominante desse sistema na regulacao do estresse em mamiferos marinhos

em comparagao com o eixo hipotaladmico-hipofisario-adrenal.

Em mamiferos marinhos, o SRAA parece apresentar um sistema de controle
mais complexo (Ortiz et al., 2003). O Sistema Angiotensina-Renina-Aldosterona atua
como um feedback tubulo-glomerular, controlando a pressao arterial (Hall, 2011), que
leva a secregao de renina, angiotensina |l e aldosterona, resultando em aumento da
resisténcia periférica, reabsorcdo de sodio e agua, e aumento da volemia. A
aldosterona, por exemplo, é conhecida por regular os niveis de sédio (Ortiz, 2001) e
essencial na regulacdo da retencdo de &agua durante jejuns prolongados
(especialmente nos mergulhos profundos) de mamiferos marinhos (Ortiz et al., 2001;
Ortiz et al., 2006).
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Em varias espécies, proteinas como a Na*/K-ATPase (NKA), aldose redutase
(AR), transportadores de ions e osmodlitos organicos, aquaporinas (AQPs) e
transportadores de ureia (UT) desempenham papéis cruciais no processo de
osmorregulacdo (Xu et al., 2013; Pedro et al., 2015; Ruan et al., 2015; Li et al., 2022).
Enzimas como a aldose redutase (AR), que produz sorbitol, e transportadores indicam
uma estratégia de manutencdo da homeostase celular por meio da produgéo de
osmolitos e do transporte de ions, essenciais para a adaptacdo ao ambiente

hiperssalino.

Neste contexto de regulagdo osmoética, os resultados obtidos nos rins de lobos-
marinhos corroboram com o0s mecanismos conhecidos de resposta a ambientes
hipertonicos. A identificacdo de osmodlitos orgénicos, como sorbitol, mio-inositol,
taurina, alanina e betaina, evidencia uma estratégia eficaz para manter a homeostase
celular em condigbes osmoticamente desafiadoras (Yancey et al., 1982; Burg et al.,
1997; Dihazi et al., 2005). O aumento na concentragédo desses osmalitos contribui para
a adaptacao das células renais, minimizando a reducdo do volume celular causada
pela saida de agua em resposta ao estresse osmotico. Essa compensagao, embora
eleve a forca ionica intracelular, € fundamental para preservar a fungao normal das
células ao substituir ions por moléculas organicas nao carregadas. Essas descobertas
reforcam a importancia dos osmodlitos organicos na protecdo contra disturbios
resultantes de alteragbes nas concentracgdes intracelulares de eletrdlitos, garantindo
a integridade estrutural das proteinas (Rosas-Rodriguez e Valenzuela-Soto, 2010) a

ambientes marinhos.

Na via destacada da resposta a niveis de oxigénio, é possivel discorrer sobre
a necessidade de consumo de oxigénio pelas células animais para gerar energia.
Esse processo, porém, traz consigo a geragado de subprodutos, como as espécies
reativas de oxigénio (ERO), cujas principais fontes na medula renal incluem a
hiperosmolaridade, a atividade da NADH oxidase e a cadeia respiratdria mitocondrial
(Rosas-Rodriguez e Valenzuela-Soto, 2010) (Fig. 23). Varios sinais de resposta ao
estresse sao desencadeados para minimizar os danos causados pelo ambiente
estressante, com énfase na regulagao redox e sintese de proteinas que participam da
producao de osmolitos e na reducéo da concentracido de ERRO, também encontradas

neste estudo.
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Figura 23. Esquema da geragé@o de espécies reativas de oxigénio a partir da hiperosmolaridade, a atividade da
NADH oxidase e a cadeia respiratéria mitocondrial.

As ERO séao importantes principalmente devido ao seu papel patolégico, mas
existem evidéncias quanto ao seu envolvimento em processos homeostaticos
(MacFarlane & Mitchell, 2008; St-Louis et al., 2012), incluindo o controle central da
ingestao alimentar. Em focas-elefantes-do-norte (Mirounga angustirostris), o estresse
oxidativo foi investigado durante os periodos de jejum natural associados a
reproducdo, muda e desmame (Ortiz et al., 2002a, 2003, 2006). Apesar do jejum
prolongado, ndo ha aumento de danos oxidativos, indicando uma eficiente resposta
antioxidante nesses animais, havendo ainda indicios de que a ANG Il estimula a
NADPH oxidase 4, desencadeando uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo. A
atividade e expresséo elevadas de varias enzimas antioxidantes, juntamente com um
aumento de GSH, contribuem para prevenir danos oxidativos durante o jejum; e estes

efetores mostraram-se também presentes neste estudo.

A regulacao positiva do oxido nitrico (ON) emerge como um componente crucial
nas vias positivamente reguladas, destacando seu papel como neurotransmissor
paracrino no hipotdlamo e sua contribuicdo significativa para a manutengcéo do
equilibrio de sal e fluidos em mamiferos (Hubschle et al., 1999). Estudos prévios
sugerem que a sintese neuronal de ON, presente em varias estruturas hipotalamicas
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essenciais para o controle da homeostase dos fluidos corporais, desempenha um
papel central na regulacéo da liberacdo do hormdnio antidiurético AVP (Reid, 1994;
Ortiz e Garvin, 2002).

No contexto renal, verifica-se que o ON exerce uma modulagao positiva no
transporte idnico em diferentes segmentos renais, evidenciando efeitos inibitérios
especificos na Na*/K*-ATPase, co-transportador Na*/K*/2ClI-, trocador Na*/H* e
canais apicais de sédio (McKee et al., 1994; Stoos et al., 1994; Garvin e Hong, 1999;
Liang e Knox, 1999; Ortiz, 2001; Ortiz e Garvin, 2002). Esses achados corroboram
diretamente com as vias identificadas do 6xido nitrico, processos do sistema renal e

regulagéo positiva do processo metabdlico de catecolaminas.

Ja nas células da medula, essas estao constantemente envolvidas por um
ambiente hiperosmoético devido a necessidade de um gradiente osmotico para a
reabsorcédo de agua durante o mecanismo de concentragdo urinaria (Burg et al.,
1997). A concentragao de superéxido € elevada nas células renais e o superéxido &
convertido em peréxido de hidrogénio (H202) (Zou et al., 2001; Wilhelm Filho et al.,
2002). O lobo-marinho-sul-americano apresento uma resposta positivamente

regulada para a resposta ao peroxido de hidrogénio.

Esses sistemas antioxidantes sdo especialmente relevantes em mamiferos
mergulhadores, que enfrentam alterag¢des frequentes na disponibilidade de oxigénio
durante o mergulho e processos de isquemia-reperfusao (Elsner et al., 1995, 1998;
Wilhelm Filho et al., 2000; Kooyman, 2009; Fahlman et al., 2017). A compreensé&o
desses aspectos € crucial para comparar o metabolismo das ERO em diferentes
espécies de vertebrados (Wilhelm Filho et al., 2000). Wilhelm Filho et al., (2002)
sugerem que o status antioxidante esta diretamente relacionado a capacidade de
mergulho dos mamiferos, pois quando o sangue de mamiferos mergulhadores foi
comparado com o de ndo mergulhadores, os resultados indicaram que o0s

mergulhadores geralmente tém uma capacidade antioxidante mais elevada.

As principais familias de antioxidantes que visam o peroxido de hidrogénio
(H202) incluem as perirredoxinas que séo evolutivamente conservadas nos animais e
sdo peroxidases que degradam hidroperéxidos em agua (Poynton e Hampton, 2014).
Neste trabalho encontramos a peroxirredoxina-5 diferencialmente expressa nos lobos
(regulacao positiva), e essa observacao sugere ndo apenas a fungado conhecida de

reducao do peroxido de hidrogénio, mas também aponta para a possibilidade de que
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a geragao de agua a partir de reagdes com essa enzima pode ter implicagdes diretas
na disponibilidade de agua molecular para o funcionamento metabdlico desse animal

marinho.

7. Conclusao

Os achados deste trabalho destacam pontos muito importantes na adaptacao
dos rins de lobo-marinho-sul-americano ao ambiente marinho e a evolugao da
adaptagcdo da osmorregulacdo a um ambiente hiperosmaético. A partir das vias
destacadas, demonstrou-se otimizagdes significativas nos processos de turnover de
metabalitos prejudiciais ao metabolismo celular e uma modulagao positiva e bastante
orquestrada das enzimas e proteinas relacionadas a manutencdo da homeostase
osmatica celular, mesmo sob a pressdo de um ambiente hiperosmoético, além de
muitas adaptagdes relacionadas a prevencgao de processos inflamatérios. Além disso,
a identificagdo da via de splicing parece ser uma importante ferramenta evolutiva
nesta adaptagcao, conferindo versatilidade e flexibilidade ao proteoma destes
mamiferos marinhos. Essas adaptacdes demonstram uma capacidade excepcional
dos rins reniculados dos lobos-marinhos em lidar com as condi¢cdes desafiadoras do
habitat marinho, enfatizando sua importancia na adaptagao evolutiva, e as conclusdes
deste estudo fornecem insights valiosos sobre a evolugdo da adaptacdo da

osmorregulacdo em mamiferos marinhos.
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ANEXO

Tabela 1. Nomes das proteinas mais relevantes citadas neste estudo em Inglés com sua respectiva tradugdo para a lingua portuguesa.

Gene Proteina Tradugao
QDPR Quinoid dihydropteridine reductase Redutase de diidropteridina quindide
RTCB RNA-splicing ligase RtcB homolog Ligase de splicing de RNA homologa a RtcB
PRDX5 Peroxiredoxin-5 Peroxirredoxina-5
BPNT1 3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase 1 Nucleotidase 3'(2'),5"-bisfosfato 1
RBP1 Cytosolic fatty-acid binding proteins domain-containing protein Proteina contendo dominio de proteinas de ligagéo a acidos graxos citosélicos
TKFC Triokinase/FMN cyclase Triocinase/ciclase de FMN
HNRNPAB Heteroous nuclear ribonucleoprotein A/B Ribonucleoproteina heteronuclear A/B
ADSS1 Adenylosuccinate synthetase isozyme Is6zima da sintetase de adenylosuccinato
PTGR3 Prostaglandin reductase 3 Redutase de prostaglandina 3
IDH2 Isocitrate dehydrogenase [NADP Isocitrato desidrogenase [NADP]
GK glycerol kinase Glicerol quinase
GPD1 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD(+)]
TTC38 Tetratricopeptide repeat protein 38 Proteina de repeticéo de tetratricopeptideo 38
PGD 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating Desidrogenase decarboxilante de 6-fosfogluconato
EHHADH Peroxisomal bifunctional enzyme Enzima bifuncional peroxissomal
FREM2 FRAS1 related extracellular matrix 2 Matriz extracelular relacionada a FRAS1 2
CTSz cathepsin X Catepsina X
ALAD Delta-aminolevulinic acid dehydratase Desidratase de &cido delta-aminolevulinico
RPN2 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase Subunidade 2 da glicosiltransferase de proteina de oligossacarideo doliquil

subunit 2

difosfato
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