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RESUMO

O peixe-boi-da-Amazobnia (Trichechus inunguis) € um mamifero aquatico
herbivoro de agua doce distribuido na Bacia Amazobnica, e uma espécie da
familia Trichechidae, ordem Sirenia, cujos outros membros sdo o peixe-boi
marinho (T. manatus) e o peixe-boi africano (T. senegalensis). Proximo a foz
do Amazonas, T. inunguis e T. manatus supostamente hibridizam, o que foi
revelado por citogenética, DNA mitocondrial (mtDNA) e dados de
microssatélite. T. inunguis € uma espécie ameacgada cuja varibilidade genetica
em genes funcionais tem sido pouco acessada. O objetivo deste estudo foi
estimar a variabilidade genética do éxon 2 de um lécus DQB (classe Il)
pertencente ao Complexo Principal de Histocompatibilidade — MHC no peixe-
boi-da-amazénia, cuja funcédo principal quando traduzida é ligar peptideos
estranhos e apresenta-los a linfocitos T auxiliares, desempenhando um papel
essencial no sistema imune adaptativo. Nove individuos de T. inunguis
tiveram alelos MHC-DQB isolados usando a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), seguida de clonagem em vetores PGEM-T e
sequenciamento didesoxiterminal. Detectamos 13 alelos de MHC-DQB nas
amostras analisadas e as comparamos com sequéncias DQB de peixe-boi
marinho e outros mamiferos. Os alelos também mostraram forte evidéncia de
selecao positiva na regido de ligagdo a peptideos, que também & uma
ocorréncia comum para alelos MHC. Um alelo DQB foi compartilhado entre
ambas as espécies de peixe-boi, que tanto pode ser atribuido a polimorfismo
transespecifico quanto a hibridizacdo, e um elefante-africano-da-savana
(Loxodonta africana) mostrou evidéncia de polimorfismo transespecifico.
Recombinacéo intra-alélica parece ter desempenhado um importante papel na
geracao de diversidade genética no éxon 2 dos alelos de DQB de T. inunguis.
Esperamos que alelos de MHC-DQB possam servir como marcadores
genéticos uteis para T. inunguis e em que ultima instancia possa lancar luz
sobre resisténcia/susceptibilidade a patégenos nesta espécie no ambiente

natural e em cativeiro, contribuindo para a sua conservagao.

Palavras-chave: peixe-boi, peixe-boi-da-amazbénia, MHC, DQB, Trichechus

inunguis, variabilidade genética
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ABSTRACT

The Amazonian manatee (Trichechus inunguis) is a freshwater herbivore
aquatic mammal distributed throughout in the Amazon Basin and a species of
the family Trichechidae, order Sirenia, whose other members are the West-
Indian manatee (7. manatus) and the West-African manatee (T.
senegalensis). Close to the Amazon mouth, T. inunguis and T. manatus are
supposed to interbreed, which has been revealed by cytogenetics,
mitochondrial DNA (mtDNA) sequences and microsatellite data. T. inunguis is
a threatened species whose genetic variability in functional genes has been
poorly assessed. The aim of this study was to estimate the genetic variability
of the exon 2 from a DQB locus (class Il) of the Major Histocompatibility
Complex — MHC in Amazonian manatee, whose main function when
translated is to bind foreign peptides and present them to T helper
lymphocytes, performing an essential role in the adaptive immune system.
Nine individuals of T. inunguis had MHC-DQB alleles isolated using the
Polymerase Chain Reaction (PCR), followed by cloning in pGEM T-vectors
and dideoxyterminal sequencing. We detected thirteen alleles of MHC-DQB in
the samples analyzed and compared them to West-Indian manatee and other
mammals DQB sequences. The alleles also showed strong evidence of
positive selection on the peptide biding region, which is common occurrence
for MHC alleles. One DQB allele was shared among both manatee species,
which may be due to either trans-species polymorphism or hybridization, and
one African-bush elephant (Loxodonta africana) showed evidence of trans-
species polymorphism. Intra-allelic recombination seem to play an important
role in generating genetic diversity in the exon 2 of DQB alleles of T. inunguis.
We hope that alleles of MHC-DQB may serve as a useful genetic marker for T.
inunguis and that ultimately it will shed light on the pathogen
resistence/susceptibility of this species in the wild and captivity, contributing to

its conservation.

Key-words: Amazonian manatee. MHC, DQB, Trichechus inunguis, genetic

variability
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1. INTRODUGAO )
1.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O MHC
O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, Major
Histocompatibility Complex) € um conjunto de genes que faz parte do sistema
imune adaptativo, presente nos vertebrados, exceto em agnatos (Abbas et al.
2000; Frank 2002), que é responsavel por codificar as moléculas que
apresentam peptideos n&o-proprios a ceélulas T (MHC Sequencing
Consortium, 1999), sendo atrativo para estudos evolutivos comparativos

devido a sua diversidade encontrada na maioria das espécies (Klein, 1986).

Com uma alta densidade génica, o MHC (Figura 1) é dividido em trés
classes, sendo os genes da classe | responsaveis por codificar as moléculas
de histocompatibilidade HLA-A, B e C, envolvidas na resposta a patégenos
intracelulares, como os virus; os de classe Il codificam as moléculas HLA-DR,
DQ e DP, lidando com patdgenos extracelulares, como bactérias e parasitas;
ja os genes pertencentes a classe lll, apesar de ndo codificarem moléculas
especificas de apresentacao, sdo enquadrados no complexo por codificarem
moléculas C4 e C2 da via classica e o fator B da via alternativa do sistema
complemento e, ainda, os fatores responsaveis pela necrose tumoral (TNF-a
e TNF-(), a proteina do choque térmico (Hsp 70) e as enzimas 21-hidroxilase,
que nao participam ativamente do sistema imune (MHC Sequencing
Consortium, 1999).

Em mamiferos, a imunidade inata e a adaptativa sdo ativadas através
de genes que regulam receptores de superficie celular. O MHC desenvolve
papel central na resposta imune contra agentes externos, sendo o de classe |
e |l moléculas responsaveis por realizar a apresentagcdo dos epitopos
peptidicos aos receptores de células-T (TCR), dando inicio a resposta imune
adaptativa, que garante a defesa do organismo a recorréncia de uma infeccao
(Klein, 1986). Em geral, as populagbes grandes possuem polimorfismo
abundante quanto a alguns loci do MHC, tendo alelos divergentes no primeiro
e segundo éxons dos genes de MHC de classe | e no segundo éxon do MHC
de classe Il, divergéncia que é mantida nos alelos por alguma forma de

selecdo balanceadora (Bernatchez, 2003; Piertney & Oliver, 2006).
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Cadeias de glicopeptideos de classe Il sdo altamente polimérficas em
algumas espécies. Em especial, o éxon 2 das cadeias 3, que inclui as regides
de ligacdo ao antigeno (Peptide Binding Region, PBR), que mostra altos
niveis de variagcdo genética em algumas espécies (Parham & Ohta, 1996),
sendo assim as regides mais estudadas (Otting et al., 2002; Musolf et al.,
2004; Bos & DeWoody, 2005; Wegner et al.,, 2006). Os genes de classe Il
compreendem seis éxons e sdo expressas em células apresentadoras de
antigeno profissionais (macréfagos, células B e células dendriticas), que
apresentam peptideos a células TCD4+, para entdo desencadear a resposta

imune (Brown et al., 1993).

Em mamiferos placentarios, existem cinco genes pertencentes ao
MHC de classe Il que codificam proteinas de ligagdo ao peptideo: DQ, DR,
DN, DO e DP, sendo o papel do DO o menos elucidado até agora (Beck &
Trowsdale 1999). O MHC mais conhecido depois do humano é o de
camundongo, seguido pelo bovino, devido a sua grande importancia em
saude, pesquisa e economia, respectivamente. Em humanos, o MHC possui
aproximadamente 4.000 kb (Figura 1) e esta localizado no brago curto do
cromossomo 6, sendo conhecido como a regido mais variavel do genoma
(Horton et al., 2008).

Em populagdes pequenas ou em numero reduzido pela ameaca de
extingédo, efeitos demograficos e deriva genética podem resultar na limitagao
da variabilidade do MHC, levando a um aumento da vulnerabilidade das
espécies a patdgenos e parasitas (O’Brien, 1988; Lochmiller, 1996). Embora
conhecimentos acerca das variagdes de polimorfismos no MHC sejam
evidenciados em algumas espécies de mamiferos como o ibex-ibérico (Capra
pyrenaica) (Amills et al., 2004) e a Vaquita (Phocoena sinus) (Munguia-vega
et al., 2007), uma relagao entre o nivel de variagdo do Complexo e a condigao
de populacdes ou espécies ainda nao foi demonstrada de forma convincente
(Acevedo-Whitehouse & Cunningham, 2006). Por outro lado, estudos
evidenciam espécies que também sofrem de estrangulamento populacional e
mantém niveis moderados a altos de variabilidade do MHC, como é o caso da
Raposa-das-ilhas (Urocyon littoralis) (Aguilar et al., 2004) e do Golfinho-
lacustre-chinés ou Baiji (Lipotes vexillifer) (Xu et al., 2012). Desse modo, a
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histéria demografica de uma espécie e o equilibrio de selegao orientado por
parasitas e patdégenos pode, portanto, desempenhar um papel importante na
definicdo do padrdo de variagdo do MHC (Bernatchez, 2003; Piertney &
Oliver, 2006; Yuhki & O’Brien, 1990; Edwards & Hendrick, 1998; Xu et al.,
2012).

Entende-se, portanto, que o MHC é o conjunto de genes mais
importante no genoma humano e de mamiferos placentarios, com relagao a
resposta imune (Lechler & Warrens, 2000). Em peixe-boi (Trichechus spp.),
estudos com genes relacionados ao MHC ainda nao foram realizados. Apesar
do pouco conhecimento a respeito dos patdogenos que possam estar
presentes em mamiferos aquaticos, acredita-se que, através da selegao
natural, genes polimérficos tenham se mantido em uma dada populagéo,

incluindo os genes do MHC.

HLA
MHC Complex

HLA-A —p.

HLA-DP

human chromosome 8

Figura 1- Representacédo grafica do HLA humano e as respectivas posi¢des dos
genes no brago curto do cromossomo 6, em humanos. Adaptado de Philip Deitiker
(2009).
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1.2.  BREVE HISTORICO SOBRE O MHC

Estudos sobre compatibilidade de tecidos enxertados em
camundongos ja eram realizados desde o século XX, onde, quando os
doadores ndo eram gémeos idénticos, o receptor rejeitava o enxerto. Gorer,
em 1936, foi o primeiro pesquisador a estudar a base genética da rejeicao:
um grupo de genes que codificavam antigenos de grupos sanguineos. Mas
Gorer, em seus resultados, ndao pdde estabelecer uma relagdo entre a
cascata de reagbes que levavam, esses antigenos identificados em seu
trabalho, a desencadear a reagédo imunologica de rejeicdo no receptor. Snell
(1948), entretanto, conseguiu descobrir em sua pesquisa que a rejeigao era
uma reagao imunoldgica do receptor e que essa rejeicao era causada pelo
reconhecimento de células n&o-proprias ao organismo do receptor. Snell
ainda revelou que esse mecanismo era desencadeado por células presentes
na superficie das células do doador. Entdo, os genes identificados na
pesquisa de Gorer, foram chamados por Snell de “genes de
histocompatibilidade-2” ou H-2. Durante 14 anos, apenas o MHC de

camundongo era conhecido e descrito.

Seguindo essa linha de pesquisa, Briles e seus colaboradores (1950)
descreveram por completo os genes do MHC de galinha. Oito anos depois,
Dausset (1958) descreveu os mesmos genes das pesquisas anteriores, 0s
quais chamou de genes HLA, em humanos, especificamente em pessoas que
haviam passado por transfusdes sanguineas. Dausset, Snell e Benacerraft
ganharam mais tarde (1980) o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia por suas
descobertas. Assim, o conhecimento sobre o MHC deteve-se em estudos com
genes H-2 e HLA em humanos, sendo estes respectivamente de classe | e Il.
Comparando o MHC murino e o humano, temos uma antiga divergéncia
evolutiva entre roedores e o restante dos mamiferos eutérios, logo o MHC
murino é bastante distinto dos outros grupos de mamiferos estudados (cao,
gato, coelho, porco, boi, cavalo, cabra, ovelha e outros primatas), que sao
bem semelhantes uns aos outros. Portanto, apesar dos amplos estudos sobre
H-2, este ndo € um bom modelo para estudos com HLA, logo, desviando-se

do conceito de paradigma para o MHC (Figueroa et al., 1990).
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1.3.  MOLECULAS DE CLASSE |

As glicoproteinas transmembranas chamadas de moléculas do MHC
de classe | sao responsaveis basicamente pelo reconhecimento do proprio e
do nao-préprio pelo individuo, dada a sua distribuicdo nas células de
praticamente todos os tecidos. Através do reticulo endoplasmatico, essas
moléculas migram para a superficie celular deixando expostos seus dominios
extracelulares ligados ao peptideo que, por sua vez, irdo apresentar os
peptideos as células especificas de reconhecimento — Linfécitos T citotoxicos.
Uma vez que essas células examinam a conformagédo da molécula de MHC
classe | ligada ao peptideo apresentado, estas realizam a identificacdo desse
peptideo como proprio ou n&o proprio, através de outra proteina
transmembrana chamada de receptor de células T (ou TCR do inglés T cell
receptor). Caso o peptideo for avaliado como nao proprio, a célula em
questao ira ser destruida. A célula sé realiza essa identificacdo do peptideo
do organismo invasor se a apresentagao for mediada pela molécula de MHC
de classe | (Kuby, 1997).

A molécula de MHC de classe | funcional € composta por dois
polipeptideos, a cadeia alfa, com os dominios citoplasmatico,
transmembranar, alfa 3, alfa 2 e alfa 1 — sendo que os antigenos sao
apresentados ligados aos dominios alfa 1 e alfa 2, onde encontramos as
por¢cées mais polimorficas (Figura 2); e a beta 2 microglobulina (que nao é
codificada no MHC) também faz parte da molécula de classe |,

aparentemente com a fungao principal de estabilizagao (Figura 2).
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Classe |

Dominio de Ligacéao ar a
ao Peptideo
Dominio a3 Bom
Imunoglobulina
Dominio Superficie celular
Transmembrana
Dominio

Citoplasmatico

Figura 2 - Representagao grafica de uma molécula de MHC de classe |. Onde pode-
se observar seis dominios (dominio de ligacdo ao peptideo, dominio imunoglobulina,
regido transmembrana e dominio citoplasmatico).

1.4. MOLECULAS DE CLASSE Il

O reconhecimento do n&o-préprio com as moléculas de classe I
acontece principalmente por meio das células apresentadoras de antigenos
profissionais, aquelas que possuem a capacidade de fagocitose e endocitose
de patégenos extracelulares. Quando um desses processos ocorre, esse
patdégeno é degradado dentro da célula, para poder, entdo, ser apresentado
na superficie celular para as células chamadas de linfécitos T auxiliares (LTH
ou T helper). Os polipeptidios se ligam as moléculas de MHC de classe Il via
lisossomo, onde sao degradados e seguem em direcdo a membrana celular,
onde, juntamente com a molécula de classe |l serdo apresentados as células
LTH, dando inicio, assim, a uma série de eventos quimicos em cascata, que
por sua vez culminardo na ativacdo de células B, linfécitos T citotoxicos e
macrofagos (Kuby, 1997). Sucintamente, a diferenga basica entre moléculas
de classe | e Il esta na forma com que essas moléculas sdo carreadas até a
superficie celular e os tipos de peptideos que elas sdao capazes de

apresentar.

Sabe-se que o numero de moléculas de MHC de classe | e Il é
relativamente baixo em cada individuo. Mas a alta variedade de moléculas,

advindas de /oci distintos, possuindo alelos distintos em cada um desses loci
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torna a possibilidade de reconhecimento dos mais diversos peptideos nao-
préprios ainda maior. O polimorfismo apresentado por um numero maior de
genes classicos é responsavel pelo grande numero de moléculas estranhas
que podem ser apresentadas aos linfécitos (Kuby, 1997). Sabemos que a
maioria dos loci do MHC sao polimdrficos, porém sabe-se da existéncia de
loci considerados como monomorficos e que por isso sdo chamados de loci
nao-classicos, ou seja, monomorficos. Estes genes monomoérficos ou pouco
polimorficos, sdo genes caminhando para se tornarem pseudogenes
(Edwards & Hedrick, 1998). Os genes chamados de classicos, sao
conhecidos por serem mais expressos € mais polimérficos do que os nao
classicos. Uma molécula funcional de classe Il é formada por dois

polipeptideos, cadeia alfa e cadeia beta (Figura 3).

Classe Il

Dominio de Ligagao
ao Peptideo a1 B

Dominio ©
Imunoglobulina B2

Dominio { Superficie celular

Transmembrana

Dominio
Citoplasmatico

Figura 3 — Representacao grafica de uma molécula de MHC de classe II.

1.5. MAMIFEROS AQUATICOS
1.5.1. Evolugao

O periodo Holoceno, iniciado a cerca de 11.784 milhdes de anos,
apos o fim da ultima era glacial principal, e que se estende até os dias atuais,
foi importante na biologia evolutiva dos mamiferos aquaticos. Nesse periodo,
estes animais — anteriormente terrestres — sofreram mudancas significativas
em sua estrutura interna e externa para retornar ao ambiente aquatico. Sendo

bem adaptados a agua, o grau de adaptagao a este ambiente difere entre eles
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(Meyer, 2000). Pinipedes, lontras e ursos polares sao considerados “anfibios”,
diferente dos cetaceos (golfinhos e baleias) e sirénios (peixes-boi e
dugongos), que sdo completamente aquaticos, ou seja, completam seu ciclo
de vida na agua (Berta et al., 2006). Sabe-se que os trés grupos de
mamiferos aquaticos marinhos — cetaceos, pinipedes e sirénios — tem
evoluido de diferentes ancestrais comuns terrestres, os quais pertencem aos
artiodatilos, carnivoros e proboscideos, respectivamente (Gatesy & O’Leary,
2001; Flynn & Nedbal, 1998; Lavergne et al., 1996).

E provavel que a independéncia do ambiente terrestre, além de ter
trazido adaptagdes em estruturas morfolégicas e na fisiologia, dieta e
reproducdo de peixes-boi, tenha transformado a necessidade de defesa
contra micro-organismos patogénicos desses animais. Kennedy (1998) relata
alguns tipos de infeccdo em mamiferos aquaticos, incluindo peixes-boi, mas

somente para espécimes marinhos.

1.5.2. Peixe-boi (Trichechus spp.)

Os peixes-boi sdo mamiferos aquaticos de grande porte, conhecidos
por manterem dieta exclusivamente herbivora (Best, 1982). Compondo a
ordem Sirenia, esses animais pertencem as familias Dugongidae e
Trichechidae, tendo como representantes dugongos e peixes-boi,
respectivamente. Dentro da familia Trichechidae, um unico género representa
as duas espécies de peixes-boi conhecidas: Trichechus inunguis (Natterer,
1883) e Trichechus manatus (Linnaeus, 1758). Os individuos T. manatus,
ainda, sao classificados em duas subespécies: T. manatus manatus e T.
manatus latirostris, de acordo com a sua area de ocorréncia (Husar, 1977;
1978). Individuos de T. manatus manatus séo encontrados desde a costa Sul
dos Estados Unidos até a costa Nordeste do Brasil (Figura 4), tendo alguns
espécimes de T. manatus sido observados no estuario amazdnico, tolerando
baixos niveis de salinidade e provavelmente coabitando com a espécie T.
inunguis (Sousa, 2011). Os espécimes de T. inunguis, por sua vez, habitam

somente ambientes de agua doce (Sioli, 1984), distribuindo-se por todos os
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afluentes da bacia amazénica (Figura 4), incluindo Peru, Coldmbia e Equador
(Best, 1982a, 1983, 1984).

Como ja ocorreu com animais conhecidos como vacas de Steller
(Rytina), representantes extintos da familia Dugongidae que habitavam o Mar
de Bering (Figura 4) nos anos de 1970 (Stejneger, 1887), os riscos de
extingdo sao também evidentes sobre as espécies de peixe-boi. As espécies
de Trichechus tém sofrido historicamente com pressdes de caca e acidentes
com embarcagdes no pais (Domning, 1981). Como a maioria dos mamiferos,
0s peixe-boi sdo K estrategistas, preservando caracteristicas de baixa taxa
reprodutiva que, por sua vez, ndo garantem uma grande quantidade de prole,
sendo gerado apenas um filhote por ano (Husar 1978; Bossart, 1999) com
uma taxa de 1,4% dos nascimentos de gémeos (Rathbun et al., 1995). Aliado
a especificidade alimentar desses animais e a outros fatores relacionados a
degradagdo de seu habitat, encalhes de filhotes e captura acidental em
aparelhos de pesca, a International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources (IUCN), reconhece as espécies T. inunguis e T. manatus
como um taxon vulneravel a extingdo (Luna et al., 2012; Luna, 2013).
Estimativas apontam para um numero de aproximadamente 500 individuos
vivendo na costa brasileira, que é considerado um numero critico de
individuos (Luna, 2013).

25



- Steller's sea cow
BN ougong

A ;
- West Indian manatee
: West African manatee

Sirenian Global Distribuition

Figura 4 - Distribuicdo de Sirenia no mundo, onde em vermelho estéo ilustradas as
vacas marinhas, individuos ja extintos. Adaptado de Bonde et al., 2012.

1.5.3. Estudos genéticos em Trichechus sp.

Estudos sobre o grau de heterogeneidade genética da populacéo de
peixes-boi na Flérida mostram que estes animais sao praticamente
homogéneos em relacdo a sua variabilidade genética (McClenaghan &
O’Shea,1988). Os autores dessa pesquisa descreveram ainda uma forte
mistura interna entre as populagdes da peninsula da Flérida, porém pouca
variabilidade genética entre elas. Outros autores (Bradley et al. 1993)
realizaram um estudo utilizando sequéncias da regido do citocromo b do
genoma mitocondrial, podendo assim evidenciar que trés amostras dos
animais possuiam o mesmo haplétipo. Garcia-Rodriguez et al. (1998) fizeram
um estudo similar, centrando-se na regido de controle do DNA mitocondrial
(mtDNA), pois este segmento é caracterizado por acumular muta¢gdes em um
ritmo mais rapido do que as sequéncias codificadoras, como é o caso do
citocromo b, trazendo resultados mais especificos com o estudo de
diversidade de mtDNA (Quinn 1992; Encalada et al. 1996).

Estudos genéticos mais recentes tém sido realizados ainda com
mtDNA, microssatélites e outros marcadores neutros. Estas pesquisas
tiveram como objetivo descrever padrdes de biogeografia e relagédo entre
taxons existentes e extintos de sirénios (Garcia-Rodriguez, 1998; Cantanhede
et al., 2005; Vianna et al., 2006; Hunter et al., 2010; Nourisson et al., 2011).
Sucintamente, estes resultados mostram que as populagdes existentes de
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peixes-boi marinhos sao geograficamente estruturadas, havendo uma
separacgao entre os viventes na peninsula da Flérida e das Antilhas daqueles
espécimes habitantes das costas do Brasil e das Guianas. O tamanho
populacional estimado por censo pode justificar a baixa diversidade genética
que também é encontrada nos peixes-boi da costa brasileira. Diferindo de sua
espécie irma, o peixe-boi-da-Amazdénia ndo aponta estruturagdo geografica,
apesar de sua ampla distribuicdo, e, segundo estudos com marcadores
neutros, apresenta maior heterogeneidade genética (Cantanhede et al., 2005;
Vianna et al., 2006; Luna, 2013).

1.5.4. Subespécies e hibridizagdo em Trichechus sp.

A primeira classificagdo das subespécies de T. manatus foi realizada
com base em caracteristicas 6sseas do cranio dos representantes de T.
manatus latirostris e T. manatus manatus por Hatt & Lang (1934) e mais tarde
confirmadas por Domning & Hayek (1986). Porém, esta mesma classificagao
foi questionada por Husar (1978), por nao considerar suficientes as
caracteristicas morfolégicas para a distingado de duas subespécies, e, mais
tarde, por Garcia-Rodriguez et al. (1998), em estudo que mostrou evidéncias
de compartilhamento de haplétipos de mtDNA entre populagao do peixe-boi
da Florida e as populagdes regionais que ocorrem nas Grandes Antilhas,
como Porto Rico e Republica Dominicana. O ultimo estudo publicado sobre
essa discussao foi o de Hunter et al. (2012), o qual demonstra por evidéncias

genéticas a existéncia da separagéo das subespécies ja mencionadas.

Vianna et al. (2006) realizaram estudo abrangente acerca da
hibridizagao de sirénios em varias partes do mundo com foco na conservacao
dos peixes-boi e, no Brasil, foi detectada a presenca de individuos hibridos
entre as espécies T.inunguis e T. manatus na foz do Rio Amazonas, também

com base em estudos de marcadores neutros.

Individuos de T. inunguis sdo encontrados principalmente em agua
doce, porém ha registros de ocorréncia dos mesmos proximos a costa
paraense (Domning, 1981; Luna, 2001). O complexo estuario paraense é

considerado uma area simpatrica entre as duas espécies de peixe-boi, e
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acredita-se que a hibridizagdo possa ocorrer nesses locais, com duvidas
quanto ao valor adaptativo para as espécies (Vianna et al., 2006; Luna, 2013).
Com estes fatos, podemos inferir que esteja ocorrendo introgressdo genética

entre esses animais e que esta pode nao ser benéfica para os mesmos.
1.6. IMUNOLOGIA GENETICA E ECOLOGICA

A imunologia ecoldgica basicamente reconhece a importancia da
variacéo entre individuos e também as complexas interagées que determinam
a historia de vida de um organismo em seu ambiente natural (Schulenburg et
al., 2009). Estudos relacionados a esta tematica com peixes-boi deverao
trazer informacbes essenciais de como patdégenos e hospedeiros se

relacionam na vida de um individuo numa escala evolutiva.

Testes iniciais de imunologia tém sido realizados baseados em
técnicas utilizadas em humanos, logo a falta de conhecimento basico sobre a
imunocompeténcia especifica desses animais torna o diagndstico pouco
eficaz e inibe o desenvolvimento de ferramentas diagndsticas e terapéuticas,
além de pouco contribuir com estratégias de manejo e conservagdo das
espécies. Nos EUA foram realizados estudos sobre a imunologia de peixes-
boi da Flérida, no intuito de conhecer melhor a biologia molecular desses
animais para, assim, aplicar técnicas de manejo e conservagao envolvendo os
mesmos (Walsh & Luer, 2000). Além de estudos sobre posicao filogenética e
uso de ferramentas genbmicas (Catanhede et al., 2005; Bonde et al., 2012;
Luna et al.,, 2012; Luna, 2013), principalmente em animais em cativeiro,
estudos sobre doencas infecciosas que podem ser portadas por ambas as
espécies viventes no Brasil sdo de extrema relevancia cientifica, bem como o
entendimento de como o sistema imune desses animais evoluiu para adaptar-

se a diferentes condicdes de habitat.

A saude humana, de animais domésticos e selvagens podem estar
interralionadas pelo compartilhamento de patégenos entre eles (Currier &
Steele, 2011). Desse modo, € fundamental a aplicagdo do conhecimento
sistémico sobre essas doencas entre humanos e outros mamiferos, em
especial os peixe-boi. A interagdo com parasitas e, mais do que isso, a co-

evolucado que permitiu a coexisténcia entre parasito e hospedeiro, necessitam
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de analises detalhadas a respeito da diversidade desses parasitos e suas
linhagens existentes, gerando assim conhecimento basico em saude publica,
incluindo percepgdes que podem ser adquiridas através da investigagao

interdisciplinar.

Brock et al. (2013) descrevem o que ja tem sido feito no campo da
imunologia ecoldgica e os vastos campos que ainda carecem de investigacao
por parte dos cientistas, dentre esses caminhos, investigagdes que permeiam
a relagao parasito/hospedeiro. Andlises imunogenéticas de espécies-chave,
como é o caso dos peixes-boi, que estdo em grupos com poucos estudos
filogenéticos, residem em ambientes subestudados e/ou ameagados,
possuem um grande grupo de profissionais focados na conservagao e
preservacao de individuos tanto em ambiente natural como em cativeiro, e
gozam de apoio publico, podem levar a maiores avangos na imunologia

ecologica.

Partindo das premissas ja citadas, questiona-se quais as diferengas,
em relagdo a resposta imune, entre organismos terrestres (Elefantes) e
aqueles que voltaram ao ambiente aquatico (peixes-boi)? E ainda, de que
forma esses organismos aquaticos se adaptam, quanto ao seu sistema

imune, a diversas condi¢des de habitat, como agua salgada e agua doce?

Pergunta-se ainda, como a evolugdo e a pressdo dos patdgenos
impulsionaram evolutivamente as espécies de mesmo género e isoladas

geograficamente?
1.7. HIPOTESES

H1: Espécies de peixe-boi mantém uma alta variabilidade no MHC de

classe Il comparadas as espécies de mamiferos terrestres.

HO: Espécies de peixe-boi apresentam baixa variabilidade no MHC de

classe Il comparadas as espécies de mamiferos terrestres.
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1.8. OBJETIVOS

1.8.1. Objetivo Geral

Estimar a variabilidade genética em T. inunguis usando o éxon 2 de

um lécus DQB do complexo principal de histocompatibilidade.

1.8.2. Objetivos Especificos

- Descrever a variabilidade da regiao controle do mtDNA dos
individios de T. inunguis visando determinar sua variabilidade em um
marcador neutro

- Descrever, através de sequenciamento do éxon 2 de alelos do l6cus
DQB de um gene de MHC de classe Il de T. inunguis;

- Analisar os padrdes de substituicao evolutiva nos sitios sinbnimos e
nao sindbnimos do éxon 2;

- Determinar a filogenia dos alelos e compara-la a outras espécies de
mamifero
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. AMOSTRAGEM
Foram coletadas 17 amostras de sangue de peixes-boi-da-Amazénia
(Trichechus inunguis) provenientes do cativeiro das Faculdades Integradas do
Tapajos — FIT, localizadas em Santarém. Os animais foram resgatados a
partir de diversos pontos do Estado, ilustrados na figura 5 e detalhados na
tabela 1. As amostras coletadas foram preservadas em EDTA a-20°C até o
momento da extragdo de DNA. De apenas nove amostras foi conseguido pelo

menos uma sequéncia de MHC-DQB.

Tabela 2 - Lista da localizacdo de coleta e sexo dos animais resgatados pela
ZOOFIT utilizados no presente estudo. Em cinza, os animais dos quais pdde-se obter
pelo menos uma sequéncia de MHC-DQB.

Numero Nome Sexo Local de resgate

1 Bolinha Macho Santarém

Jaguarari Macho Santarém
Vitoria Fémea N&o localizado

9 Tixa Fémea Santarém

11 Pretinha Fémea Monte Alegre

13 Joao Macho Terra Santa
14 Sardinha Macho Marajo (Gurupa)
15 Guerreiro Macho Obidos

31



3
. . e Gurupa
Sucireire, Huck. Betinha Pretinha Gurupa, PA-Brasil .
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Figura 5 - Mapa com a localizacdo em GPS do local onde cada animal foi resgatado
no Estado do Para.

2.2. METODOS LABORATORIAIS
2.2.1. Extragdo de DNA
A extracdo de DNA foi feita a partir de sangue total, sendo realizada
com o kit de extracdo DNeasy Tissue & Blood (QIAGEN), seguindo as
recomendacgdes indicadas pelo fabricante. Os extraidos foram diluidos em
agua e armazenados novamente a — 20° C até o momento da analise

posterior.

2.2.2. Reacado em Cadeia da Polimerase - PCR
Para o isolamento e caracterizagdo dos genes a técnica de PCR foi utilizada.
As condicbes padroes para realizagao das reacdes foram adotadas conforme
procedimento padrao, exceto pelas temperaturas de annealing que variam
entre genes (Tabela 2). Como ja testadas, as PCR foram realizadas com um
volume final de 25 pl, contendo 2,5 pl de tampao de reagao (10x), 0,8 ul de
cada primer em concentragao final de 0,5uM na solugao (Tabela 2), 0,5 pl de
DNA, 1,0 uyl de cloreto de magnésio (MgCl2), 1,0 pul de
desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs) e utilizando 0,5 pl de Platinum®
Taq DNA Polymerase (Invitrogen Research) para realizar a amplificagéo dos
segmentos desejados. A reacgéao foi dissolvida em agua até a quantidade final
proposta. Os primers utilizados no isolamento dos fragmentos de D-loop e do

éxon 2 do lécus DQB de Trichechus sp. sao mostrados na Tabela 3.
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Tabela 2 - Condigdes de temperatura e ciclos a serem utilizadas nas PCR para o
gene DQB e mtDNA.

Gene Desnaturacdao Desnaturagdo Annealing Extensdo N° de Extensao
Inicial Ciclos Final
DQB 94°C, 3 min 94°C, 1 min 60°C,45s 72°C, 1 min 40 72°C, 2
min
mtDNA  94°C, 3 min 94°C, 1 min 47°C,45s 72°C, 1 min 40 72°C, 2
min

Tabela 3 Primers utilizados nesse estudo com suas respectivas referéncias e
sequéncias de nucleotideos

Primer Sequéncia 5’- 3’ Posicéao Referéncia

Trma-F TCACCGCAGAGGATTTCGTG Exon 2, 3 Autoria do grupo de

pesquisa
Trma—R  CGACTCCTGGAGACTCAACC  Exon2, 3 Autoria do grupo de
pesquisa
Regiao
CR-5 TCACCATCAACACCCAAAGC Controle (D-  Cantanhede et al. 2005
loop)
Regiao
CR-4 AGATGTCTTATTTAAGAGGAA Controle (D-  Cantanhede et al. 2005
loop)

2.2.3. Purificagao dos Produtos de PCR
Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose (contendo 50 ml de
TEB 1x, 2% concentrado) adicionado de 2,5 yl do corante GelRed (Biotium®©).
ApOs a aplicagdo nos pogos, o gel foi submetido a um campo elétrico de 80 V
durante trinta minutos. Em seguida, a banda desejada do produto amplificado
foi visualizada sob luz ultravioleta e posteriormente cortada com lamina
estéril. Os fragmentos isolados foram, entdo, purificados utilizando kit de
extracao Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (PROMEGA), seguindo
o proprio protocolo sugerido no kit. Apds a obtengdo do purificado das
amostras, estimativas da concentracdo do produto amplificado foram
realizadas por meio de espectrofotometria com o equipamento NanoDrop Lite

(Thermo Scientific).

2.2.4. Sequenciamento dos produtos de PCR
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O sequenciamento dos produtos de PCR foi realizado com o kit ABI PRISM™
Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante, com leituras em

sentido foward e reverse.

2.2.5. Purificagao dos produtos da reagao de sequenciamento
Os produtos das reacbes de sequenciamento foram purificados
seguindo as colunas cromatograficas Micro Bio-Spin® P-30 Tris (Bio-Rad)

também seguindo as orientagdes fornecidas pelo fabricante.

2.2.6. Clonagem dos produtos da PCR de individuos heterozigotos

Quando a analise do cromatograma permitiu que se considerasse o
individuo heterozigoto para o gene DQB, foi realizada a precipitagdo do
produto purificado de PCR para eliminagcdo de residuos de sais e, entéo,
posterior clonagem desse produto usando o kit pCR®II-TOPO® (Thermo
Fisher Scientific) e todas as recomendacdes fornecidas pelo fabricante. Nas
placas de cultivo de clones, foram selecionados 16 clones de cada amostra,
totalizando 272 clones glicerolizados. A biblioteca foi mantida sob temperatura
— 20° C até o momento da realizagao da MiniPrep, técnica que consiste em
extrair o DNA dos plasmideos outrora inseridos nas bactérias glicerolizadas.
Apds a MiniPrep, os fragmentos foram visualizados em gel de agarose a 2%
adicionados de Brometo de Etideo para a obtengéo da fluorescéncia (Figura
6).
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Figura 6 - Gel de agarose (2%) utilizando fluorescéncia por brometo de Etideo. Na
leitura feita da esquerda para a direita, a primeira seta mostra abanda mais fraca
observada no gel indicando o DNA genémico dabactéria Escherichea coli usada para
a clonagem, a segunda seta indica a banda mais intensa, onde observa-seo material
genético do plasmideo inserido do fragmento desejado (Gene DQB), conforme
indicado pela terceira seta, observamos a banda indicativa de RNA do plasmideo. O
ladder utilizado na leitura comparativa possui tamanho de 1 kb. As amostras estdo
distribuidas de 1 4 17.

2.3. ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
2.3.1. Edicao e alinhamento das sequencias nucleotidicas
As sequéncias nucleotidicas obtidas do gene DQB e mtDNA foram
editadas utilizando o programa Sequencher® versdo 4.1. (Gene Codes

Corporation®©).

2.3.2. Analise estatistica das sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos
As andlises estatisticas foram computadas no programa MEGA 7
(Kumar et al., 2016, no prelo). Estimou-se a distancia pair-wise pelo método
Kimura 2-pardmetros. A significancia estatistica da andlise foi calculada a
partir de um teste t simples com numero infinito de graus de liberdade, onde
obteve-se o valor de Z.

2.3.3. Analise Filogenética
A reconstrugao filogenética foi utilizada com o intuito de mostrar a
relagdo que os alelos mantém a partir das analises das sequéncias
nucleotidicas. O método neighbour-joining foi adotado para tal, sob o auxilio
do programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016, no prelo). Esse método parte do

principio que nao ha recombinacgao intra-alélica.
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Uma analise filogenética que permite que a recombinagcédo possa ser
assumida pode ser conseguida com a reconstrugdo de redes filogenéticas.
Para isso, utilizamos o programa SPLITSTREE4 (Huson & Bryant, 2006).
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3. RESULTADOS
3.1. PADROES DE VARIABILIDADE INTRAESPECIFICA
O alinhamento completo compreendeu um total de 134 sequéncias de
D-loop, desses, 118 foram acessados a partir do banco de dados GenBank,
dos quais 77 sequéncias pertencentes a T. inunguis, 35 de T. manatus e
cinco a T. senegalensis. Optou-se por manter 490 pb para as analises a partir
das sequéncias obtidas, em contraste com os dados disponiveis em Vianna et
al. (2006), que usou um fragmento de comprimento de 410 pb, pois as
terminagcbes 3 e 5 excluidas também continham sitios polimérficos que
poderiam ser usados para diferenciar os individuos. Duas sequéncias de
animais encontrados no municipio de Monte Alegre - PA eram idénticas, bem

como duas na llha de Marajo - PA.
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Figura 7- Median-joining network (MJN) de todos os haplotipos D-loop de T. inunguis, T. manatus e T. senegalensis.
Circulos escuros correspondem a haplétipos de T. inunguis obtidos no presente estudo; circulos brancos sao D-loops
encontradas no GenBank para T. inunguis; em cinza claro, haplétipos obtidos para T. manatus, formando trés
clusters distintos. Em cinza escuro, hapldtipos de T. senegalensis. A area do circulo corresponde ao numero de

individuos que possui cada haplétipo.
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Foram identificados 12 haplétipos tipicos nas amostras de T. inunguis
utilizadas neste trabalho. A reconstrucéo filogenética utilizando as sequéncias
nucleotidicas para montagem da arvore MJN (Figura 7) ao longo dos
haplétipos da regido D-loop mostra que os haplétipos de T. inunguis do
presente estudo agruparam com os haplotipos da mesma espécie obtidos da
literatura, mostrando pouca variagao, apesar da obtengcdo dos animais ter sido
distribuida em diversos pontos diferentes no Estado do Para. Também é
observada a formagao de trés clusters entre os individuos de T. manatus,
anteriormente descritos em Vianna et al. (2006).

A amostra identificada morfologicamente como T. inunguis, mas que
possuia haplétipo de D-loop mais semelhante a T. manatus correspondeu a
uma fémea capturada na llha das Oncas (apelidada de Paloma), arredores de
Belém. Ela foi posteriormente liberada em local proximo de onde foi
encontrada. Amostras de sangue adequadas para cariotipar esse espécime
nao foi coletado, assim como ndo conseguimos ainda obter dados sobre os

seus alelos de MHC.
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Figura 8 - Sequéncia de aminoacidos do éxon 2 de todos os alelos Trma-DQB (Trichechus manatus), Trin-
DQB (T. inunguis), Loaf-DQB (Loxodonta africana), Oraf-DQB (Orycteropus afer) ELA-DQB (Equus sp.) e
HLA-DQB e HLA-DQB1 (Homo sapiens). Em destaque temos os alelos encontrados no presente estudo. Os
pontos representam aminodacidos idénticos a primeira sequéncia. O sinal + equivale a PBS, segundo Brown et
al. (1993).
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Tabela 4 - Proporcao de substituicdes sindnimas (ds) e ndo-sindnimas (dn), divergéncia nucleotidica e valores de diversidade nucleotidica para

sequéncias do éxon 2 do MHC-DQB de Trichechus inunguis e Trichechus manatus. As analises s&o feitas considerando os alelos das

espécies separadamente

Total (270 pb) PBR (72 pb) Nao-PBR (186 pb)
Gene N d=*EP ™ S dvtEP ds* EP dvt EP ds* EP dvt EP ds* EP

Trma-DQB 3 0037:0010 (0035 16 00510015~ 0,000£0,000 0,106 £0,047* 0,000£0,000 0,030 £0,014* 0,000 0,000
Trin-DQB 13 0,057+0,009 (049 39 0073+0,018* 0,014+0,006 0214 £0,067* 0031£0,018  0,024+0,010 0,009 0,007

d = distAncias médias estimadas entre as sequéncias usando Kimura 2-parametros, EP = erro padréo; m = diversidade nucleotidica; S =
sitios segregantes; PBR = regido de ligagdo ao peptideo; dv e ds média de substituicbes nado-sinbnimas e sindnimas, respectivamente,
estimadas usando o método de Nei—Gojobori (Jukes-Cantor);. *Taxa dn/ds significativa (P < 0.01); **Taxa dn/ds significativa (P < 0.001)
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As analises das proporgdes dn/ds entre T. inunguis e T. manatus,
mostram evidéncia de selec¢ao positiva, com o numero de substitui¢des néo
sinbnimas mostrando-se mais alto, mesmo quando a sequéncia € vista como
um todo (Tabela 4). Mesmo realizando a analise dos alelos de peixes-boi-da-
Amazénia sem Trin-DQB*01 e *02, que parecem bem divergentes e proximos
de T. manatus, ainda assim os valores de dn permanecem altos. Os trés
alelos de peixe-boi marinho sdo provenientes da analise de dois individuos da
espécie T. manatus; assim, ndo consideramos que este seja o numero real de
alelos dessa espécie.

Optamos por mostrar duas analises filogenéticas. A rede filogenética
tem por principio a possibilidade da recombinacdo alélica ou conversao
génica, o que nao ocorre na arvore filogenética. Assim, podemos ver na rede
filogenética (Figura 9) a presenca de bordas paralelas ligando os alelos,
evidéncia de recombinagdo ou conversdo génica durante a formacgédo das
sequéncias. O arranjo da rede parece mais na forma de estrela, sem que
ramos longos individualizados sejam evidentes, mesmo nos alelos
caracteristicos de T. manatus.

A arvore filogenética (Figura 10), embora ndo acomode a
recombinagdo ou conversdo génica como possibilidade, permite que sejam
comparadas sequéncias de espécies mais distantemente relacionadas, como
o elefante-da-savana africano (Loxodonta africana). Oryctéropo (Orycteropus
afer, chamado em inglés de aardwark), cuja sequéncia de aminoacidos de
DQB é mostrada na Figura 8, quando adicionado em ambas as analises
filogenéticas mostrou ser um ramo muito divergente (Figuras 9 e 10),

compativel com lécus diferentes (dados ndo mostrados).
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Figura 9 - Rede filogenética das sequéncias alélicas do éxon 2 de MHC-DQB de peixe-boi-da-Amazénia (Trin-DQB) e peixe-boi marinho
(TrMa-DQB). A rede foi construida a partir do método Kimura 2-parametros com o programa Splits Tree.
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Figura 10 - Arvore filogenética ndo enraiza
das sequéncias do éxon 2 de MHC-DQB
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da, obtida pelo método Neighboor-joining,
de T. inunguis (Trin-DQB) e T. manatus

(Trma-DQB). A analise estatistica foi feita a partir do método Kimura 2-parémetros e

a robustez da analise foi testada com 2000

pseudo-réplicas de bootstrap.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, foram descritos 13 alelos de um lécus DQB do MHC de
peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis). Assinaturas de selegao positiva
nos sitios de ligacdo ao antigeno s&do evidentes quando os alelos séao
comparados. Trés alelos, descritos para o peixe-boi marinho da Flérida,
mostram que ha alelos semelhantes entre as duas espécies, 0 que pode ser,
tanto evidéncia de polimorfismo transespecifico quanto a possibilidade de
esse compartilhamento ser devido ao processo de hibridizagdo que ocorre
entre as espécies de peixe-boi marinho e da Amazoénia.

Os peixes-boi da Amazénia utilizados neste estudo n&do haviam tido
sequéncias de DNA mitocondrial previamente analisadas. No entanto, essas
sequéncias devem ser determinadas por duas razdes: uma estimativa inicial
da variabilidade genética presente na populagdo ou a presenca de animais
hibridos. Com uma excecéo, os animais deste estudo tiveram sua sequéncia
similar as ja descritas como caracteristicas da espécie T. inunguis, que no
geral mostram pouca variacdo e uma arvore de hapldétipos caracterizada por
expansao populacional. Infelizmente, do espécime que poderia ser
caracterizado como hibrido (Paloma), capturada e liberada na llha das Ongas,
por questdes técnicas apenas um alelo pode ser sequenciado.

Os alelos de MHC-DQB descritos neste estudo mostraram taxas de
substituicdo n&o-sinbnimas mais altas na regido PBR (Tabela 4), o que é
evidéncia de selegido positiva nesses coédons, cuja explicagdo mais comum
seria a vantagem que individuos heterozigotos (Doherty & Zinkernagel 1975;
Hughes & Nei 1988, 1989) ou selecdo dependente de frequéncia ou
vantagem de alelos raros (Slade & McCallum 1992), mas que em Uultima
instancia elevaria o numero de patdégenos reconhecidos pelo sistema imune
dos individuos, aumentando sua resisténcia a doencgas infecciosas. Essa é
uma caracteristica que tem sido comumente observada nos organismos que
tiveram alelos de MHC descritos, a ponto de em espécies onde essa variagao
nao ocorre serem considerados em situagado critica com relagcdo a sua
sobrevivéncia (Miller et al, 2010). No caso dos mamiferos aquaticos que
passam sua vida em tempo integral na agua, os cetdceos sdo um grupo que
apresenta estudos que permitem uma comparagdo com os sirénios. De fato,

resultados variaveis, mas que apontam em alguns casos para um baixo
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numero de alelos de MHC, sdo observados em cetaceos (Zhang et al., 2016),
ainda que uma redugado na variabilidade do MHC néo tenha sido comprovada
como uma ameacga a sobrevivéncia de espécies de vertebrados (Radwan et
al., 2010). Comparados aos peixes-boi desse estudo, podemos dizer que pelo
menos para o lécus DQB ha evidéncia de variabilidade semelhante a
encontrada em outros mamiferos terrestres, ja que tivemos 12 alelos em nove
individuos.

E importante ressaltar, no entanto, de que ha evidéncias, nas proprias
sequéncias de aminoacido quando comparamos os alelos entre si e no baixo
numero de substituicbes sinbnimas, tanto em cédons PBR quando em nao-
PBR, que a recombinagdo ou conversdo génica parece desempenhar papel
importante na diversidade dos alelos encontrados em peixe-boi, o que tem
sido demonstrado em outros organismos (Garrigan & Edwards, 1999;
Martinsohn et al, 1999). Mesmo se compararmos as sequéncias presentes em
peixe-boi marinho, embora trés alelos apenas tenham sido descritos, que néo
ha substituicdo sindnima entre eles. E dificil ndo especular que, pelo menos
para esse ultimo caso, nos peixes-boi marinhos da Florida (Vianna et al.,
2006), que possuem apenas um haplétipo de D-loop, a pressdo pela
manutencdo de diversidade em MHC n&o possa ter levado a pressoes
seletivas que favorecessem a permanéncia de alelos diversificados, e que
uma forma de “fabricar” esses alelos mais rapidamente nao fosse por
recombinacdo. Nos animais amazbnicos, a recombinacdo parece ter sido
importante, como pode ser visualizado também na rede filogenética.

A andlise filogenética dos alelos DQB de peixe-boi da Amazbdnia
mostram que todos sdo proximamente relacionados e que um dos alelos
descritos para esta espécie é idéntico a outro descrito para o peixe-boi
marinho da Flérida. Este resultado poderia ser resultado de polimorfismo
transespecifico, também uma ocorréncia comum em genes do MHC (Arden &
Klein, 1982; Crutera & Lacey, 2007), ou compartilhamento por hibridizagao
(Vianna et al., 2006). De fato, a ocorréncia de hibridos entre as duas espécies
proximas a foz do Amazonas parece apontar para a hibridizacdo como a
melhor explicagao para este fato, ja que ndo ha substituicbes sinbnimas entre
as sequéncias. No entanto, se essa hipoétese for a verdadeira, ela encerra
mais duas constatacdes. Primeiro de que haplétipos de MHC de peixes-boi da

46



Amazénia foram adquiridos a partir de peixes-boi marinhos e que pelo menos
um deles é idéntico ao de um animal da Florida, ou seja, em termos de alelos
de MHC talvez as populagbes de peixes-boi marinho sejam menos
diferenciadas entre si — ainda que isso deva ser testado pelo estudo de
animais da América Central. Segundo, como o animal que possui esse alelo
foi encontrado nas imediagdes de Santarém como um macho adulto, &
provavel que ele tenha ancestrais na foz do Amazonas, cuja mée ou o pai
poderia ser descendente de um individuo hibrido, e que talvez o
deslocamento dos machos pelo Rio Amazonas possa se dar por distancias
relativamente longas — e mais alelos de MHC semelhante a alelos de animais
marinhos possam ser encontrados em animais espalhados pela Bacia
Amazobnica.

Um caso de polimorfismo transespecifico evidente é encontrado com a
presenca de um alelo de elefante entre os de peixes-boi, ainda que sua
sequéncia de aminoacidos nao seja idéntica a de nenhum peixe-boi analisado
até agora. Isso parece demonstrar a relacao filogenética entre elefantes e
peixes-boi, ambos afrotérios. O alelo DQB do afrotério Orycteropus afer
mostrado na arvore filogenética, por outro lado, possui uma sequéncia tao
divergente que provavelmente ndo se trata de um alelo de um gene homdlogo
ao sequenciado em peixes-boi, ou seja, seria um outro I6cus DQB bem mais
divergente, ou mesmo pode se tratar de uma atribuigdo errada quando da
montagem do genoma dessa espécie e pertencer a um outro gene de classe
Il.

A presenca de alelos de D-Loop diferenciados por poucas mutacdes
pontuais n&o permite uma ideia clara da diversidade genética desses animais,
mas ja demonstram uma forma de amostrar sua diversidade genética superior
ao mMtDNA. Assim, os alelos de MHC permitem uma melhor ideia da
diversidade genética dos peixes-boi da Amazénia e também podem ser mais
claramente associados a estados de ancestralidade comum, sem ser vistos
como possiveis convergéncias, diferente, como é o caso dos microssatélites
(Vianna et al., 2006).

Um mapeamento dos alelos de MHC dos peixes-boi da Amazbnia
poderia em principio ajudar em distinguir subpopula¢cdes na Amazoénia se elas
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existirem, e contribuir para indicar areas de reintroducdo desses animais
(Bonde et al., 2012; Marsden et al., 2013). Ademais, estudos com a
variabilidade do MHC tém a clara vantagem de relacionar alelos especificos
com resisténcia a patdogenos ou indiretamente revelar se os ambientes,
principalmente o de agua doce e o marinho, diferem entre si na prevaléncia

de determinados patogenos.
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5 CONCLUSOES

- Os peixes-boi-da-Amazobnia estudados mostraram 13 alelos de MHC-
DQB em nove individuos, representando variabilidade no MHC;

- Dois individuos de peixe-boi marinho analisados tiveram trés alelos
diferentes;

- Pelo menos um alelo idéntico foi compartilhado entre peixe-boi-da
Amazbnia e peixe-boi marinho, o que pode ser evidéncia de polimorfismo
transespecifico ou hibridizagdo, a ultima delas podendo estar interferindo de
forma positiva ou negativa para a conservagao das espécies

- Houve evidéncia de sele¢ao positiva para os alelos de ambas as
especies, mostrando que a selecdo natural esta mantendo os alelos
vantajosos para a espécie

- Embora ndo compartilhando alelos idénticos, ha semelhanca entre um
alelo de elefante africano-da-savana (Loxodonta africana) e alguns alelos de
MHC-DQB de peixe-boi, evidenciando que o0s mesmos compartilham
convergéncias evolutivas quanto ao seu sistema imune;

- A recombinacgao inter-alélica parece ter sido importante para a
diversificacao dos alelos de MHC-DQB de peixe-boi;

- Com os dados disponiveis, nao foi possivel associar variagdo na

molécula de MHC a variagao nos haplétipos de D-loop.
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