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I see trees of green, red roses too. 
I see them bloom for me and you. 

And I think to myself, 
“what a wonderful world!” 

 

Bob Thiele e George David Weiss 

What a Wonderful World (1967) 

 

 

 

 

 

It takes all the running you can do, to keep in the same place. 

Lewis Carroll 

Through the Looking-Glass and What Alice Found There (1871) 
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RESUMO 

 

O peixe-boi-da-Amazônia (Trichechus inunguis) é um mamífero aquático 

herbívoro de água doce distribuído na Bacia Amazônica, e uma espécie da 

família Trichechidae, ordem Sirenia, cujos outros membros são o peixe-boi 

marinho (T. manatus) e o peixe-boi africano (T. senegalensis). Próximo à 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 é uma espécie ameaçada cuja varibilidade genetica 

em genes funcionais tem sido pouco acessada. O objetivo deste estudo foi 

estimar a variabilidade genética do éxon 2 de um lócus DQB (classe II) 

pertencente ao Complexo Principal de Histocompatibilidade – MHC no peixe-

boi-da-amazônia, cuja função principal quando traduzida é ligar peptídeos 

estranhos e apresentá-los a linfócitos T auxiliares, desempenhando um papel 

essencial no sistema imune adaptativo. Nove indivíduos de T. inunguis 

tiveram alelos MHC-DQB isolados usando a Reação 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 sequências DQB de peixe-boi 

marinho e outros mamíferos. Os alelos também mostraram forte evidência de 

seleção positiva na região de ligação a peptídeos, que também é uma 

ocorrência comum para alelos MHC. Um alelo DQB foi compartilhado entre 

ambas as espécies de peixe-boi, que tanto pode ser atribuído a polimorfismo 

transespecífico quanto a hibridização, e um elefante-africano-da-savana 

(Loxodonta africana) mostrou evidência de polimorfismo transespecífico. 

Recombinação intra-alélica parece ter desempenhado um importante papel na 

geração de diversidade genética no éxon 2 dos alelos de DQB de T. inunguis. 

Esperamos que alelos de MHC-DQB possam servir como marcadores 

genéticos úteis para T. inunguis e em que última instância possa lançar luz 

sobre resistência/susceptibilidade a patógenos nesta espécie no ambiente 

natural e em cativeiro, contribuindo para a sua conservação. 

 

Palavras-chave: peixe-boi, peixe-boi-da-amazônia, 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 (T. 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 II) 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. INTRODUÇÃO 
1.1. CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE O MHC 

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, Major 

Histocompatibility Complex) é 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 responsável por codificar as moléculas que 

apresentam peptídeos não-próprios a células T (MHC Sequencing 

Consortium, 1999), sendo atrativo para estudos evolutivos comparativos 

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

Com uma alta densidade gênica, o MHC (Figura 1) é dividido em três 

classes, sendo os genes da classe I responsáveis por codificar as moléculas 

de histocompatibilidade HLA-A, B e C, envolvidas na resposta a patógenos 

intracelulares, como os vírus; os de classe II codificam as moléculas HLA-DR, 

DQ e DP, lidando com patógenos extracelulares, como bactérias e parasitas; 

já os genes pertencentes à classe III, apesar de não codificarem moléculas 

específicas de apresentação, são enquadrados no complexo por codificarem 

moléculas C4 e C2 da via clássica e o fator B da via alternativa do sistema 

complemento e, ainda, os fatores responsáveis pela necrose tumoral (TNF-α 

e TNF-β), a proteína do choque térmico (Hsp 70) e as enzimas 21-hidroxilase, 

que não participam ativamente do sistema imune (MHC Sequencing 

Consortium, 1999). 

Em mamíferos, a imunidade inata e a adaptativa são ativadas através 

de genes que regulam receptores de superfície celular. O MHC desenvolve 

papel central na resposta imune contra agentes externos, sendo o de classe I 

e II moléculas responsáveis por realizar a apresentação dos epítopos 

peptídicos aos receptores de células-T (TCR), dando início à resposta imune 

adaptativa, que garante a defesa do organismo à recorrência de uma infecção 

(Klein, 1986). Em geral, as populações grandes possuem polimorfismo 

abundante quanto a alguns loci do MHC, tendo alelos divergentes no primeiro 

e segundo éxons dos genes de MHC de classe I e no segundo éxon do MHC 

de classe II, divergência que é mantida nos alelos por alguma forma de 

seleção balanceadora (Bernatchez, 2003; Piertney & Oliver, 2006).  



18 

Cadeias de glicopeptídeos de classe II são altamente polimórficas em 

algumas espécies. Em especial, o éxon 2 das cadeias β, que inclui as regiões 

de ligação ao antígeno (Peptide Binding Region, PBR), que mostra altos 

níveis de variação genética em algumas espécies (Parham & Ohta, 1996), 

sendo assim as regiões mais estudadas (Otting et al., 2002; Musolf et al., 

2004; Bos & DeWoody, 2005; Wegner et al., 2006). Os genes de classe II 

compreendem seis éxons e são expressas em células apresentadoras de 

antígeno profissionais (macrófagos, células B e células dendríticas), que 

apresentam peptídeos a células TCD4+, para então desencadear a resposta 

imune (Brown et al., 1993).  

Em mamíferos placentários, existem cinco genes pertencentes ao 

MHC de classe II que codificam proteínas de ligação ao peptídeo: 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 à sua grande importância em 

saúde, pesquisa e economia, respectivamente. Em humanos, o MHC possui 

aproximadamente 4.000 kb (Figura 1) e está localizado no braço curto do 

cromossomo 6, sendo conhecido como a região mais variável do genoma 

(Horton et al., 2008). 

Em populações pequenas ou em número reduzido pela ameaça de 

extinção, efeitos demográficos e deriva genética podem resultar na limitação 

da variabilidade do MHC, levando a um aumento da vulnerabilidade das 

espécies a patógenos e parasitas (O’Brien, 1988; Lochmiller, 1996). Embora 

conhecimentos acerca das variações de polimorfismos no MHC sejam 

evidenciados em algumas espécies de mamíferos como o Íbex-ibérico (Capra 

pyrenaica) (Amills et al., 2004) e a Vaquita (Phocoena sinus) (Munguia‐vega 

et al., 2007), uma relação entre o nível de variação do Complexo e a condição 

de populações ou espécies ainda não foi demonstrada de forma convincente 

(Acevedo-Whitehouse & Cunningham, 2006). Por outro lado, estudos 

evidenciam espécies que também sofrem de estrangulamento populacional e 

mantêm níveis 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-chinês ou Baiji (Lipotes vexillifer) (Xu et al., 2012). Desse modo, a 
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história demográfica de uma espécie e o equilíbrio de seleção orientado por 

parasitas e patógenos pode, portanto, desempenhar um papel importante na 

definição do padrão de variação 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 mamíferos placentários, com relação à 

resposta imune (Lechler & Warrens, 2000). Em peixe-boi (Trichechus spp.), 

estudos com genes relacionados ao MHC ainda não foram realizados. Apesar 

do pouco conhecimento a respeito dos patógenos que possam estar 

presentes em mamíferos aquáticos, acredita-se que, através da seleção 

natural, genes polimórficos tenham se mantido em uma dada população, 

incluindo os genes do MHC. 

  

Figura 1- Representação gráfica do HLA humano e as respectivas posições dos 

genes no braço curto do cromossomo 6, em humanos. Adaptado de Philip Deitiker 

(2009). 
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1.2. BREVE HISTÓRICO SOBRE O MHC 

Estudos sobre compatibilidade de tecidos enxertados em 

camundongos já eram realizados desde o século XX, onde, quando os 

doadores não eram gêmeos idênticos, o receptor rejeitava o enxerto. Gorer, 

em 1936, foi o primeiro pesquisador a estudar a base genética da rejeição: 

um grupo de genes que codificavam antígenos de grupos sanguíneos. Mas 

Gorer, em seus resultados, não pôde estabelecer uma relação entre a 

cascata de reações que levavam, esses antígenos identificados em seu 

trabalho, a desencadear a reação imunológica de rejeição no receptor. Snell 

(1948), entretanto, conseguiu descobrir em sua pesquisa que a rejeição era 

uma reação imunológica do receptor e que essa rejeição era causada pelo 

reconhecimento de células não-próprias ao organismo do receptor. Snell 

ainda revelou que esse mecanismo era desencadeado por células presentes 

na superfície das células do doador. Então, 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, os 

quais chamou de genes HLA, em humanos, especificamente em pessoas que 

haviam passado por transfusões sanguíneas. 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 I e II. 

Comparando o MHC murino e o humano, temos uma antiga divergência 

evolutiva entre roedores e o restante dos mamíferos eutérios, logo o MHC 

murino é bastante distinto dos outros grupos de mamíferos estudados (cão, 

gato, coelho, porco, boi, cavalo, cabra, ovelha e outros primatas), que são 

bem semelhantes uns aos outros. Portanto, apesar dos amplos estudos sobre 

H-2, este não é 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. MOLÉCULAS DE CLASSE I 

As glicoproteínas transmembranas chamadas de moléculas do MHC 

de classe I são responsáveis basicamente pelo reconhecimento do próprio e 

do não-próprio pelo indivíduo, dada a sua distribuição nas células de 

praticamente todos os tecidos. Através do retículo endoplasmático, essas 

moléculas migram para a superfície celular deixando expostos seus domínios 

extracelulares ligados ao peptídeo que, por sua vez, irão apresentar os 

peptídeos às células específicas de reconhecimento – Linfócitos T citotóxicos. 

Uma vez que essas células examinam a conformação da molécula de MHC 

classe I ligada ao peptídeo apresentado, estas realizam a identificação desse 

peptídeo como próprio ou não próprio, através de outra proteína 

transmembrana chamada de receptor de células T (ou TCR do inglês T cell 

receptor). Caso o peptídeo for avaliado como não próprio, a célula em 

questão irá ser destruída. A célula só realiza essa identificação do peptídeo 

do organismo invasor se a apresentação for mediada pela molécula de MHC 

de classe I (Kuby, 1997). 

A molécula de MHC de classe I funcional é composta por dois 

polipeptídeos, a cadeia alfa, com os domínios citoplasmático, 

transmembranar, alfa 3, alfa 2 e alfa 1 – sendo que os antígenos são 

apresentados ligados aos domínios alfa 1 e alfa 2, onde encontramos as 

porções mais polimórficas (Figura 2); e a beta 2 microglobulina (que não é 

codificada no MHC) também faz parte da molécula de classe I, 

aparentemente com a função principal de estabilização (Figura 2). 
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Figura 2 - Representação gráfica de uma molécula de MHC de classe I. Onde pode-
se observar seis domínios (domínio de ligação ao peptídeo, domínio imunoglobulina, 
região transmembrana e domínio citoplasmático). 

 

1.4. MOLÉCULAS DE CLASSE II 

O reconhecimento do não-próprio com as moléculas de classe II 

acontece principalmente por meio das células apresentadoras de antígenos 

profissionais, àquelas que possuem a capacidade de fagocitose e endocitose 

de patógenos extracelulares. Quando um desses processos ocorre, esse 

patógeno é degradado dentro da célula, para poder, então, ser apresentado 

na superfície celular para as células chamadas de linfócitos T auxiliares (LTH 

ou T helper). Os polipeptídios se ligam às moléculas de MHC de classe II via 

lisossomo, onde são degradados e seguem em direção à membrana celular, 

onde, juntamente com a molécula de classe II serão apresentados às células 

LTH, dando início, assim, a uma série de eventos químicos em cascata, que 

por sua vez culminarão na ativação de células B, linfócitos T citotóxicos e 

macrófagos (Kuby, 1997). Sucintamente, a diferença básica entre moléculas 

de classe I e II está na forma com que essas moléculas são carreadas até a 

superfície celular e os tipos de peptídeos que elas são capazes de 

apresentar. 

Sabe-se que o número de moléculas de MHC de classe I e II é 

relativamente baixo em cada indivíduo. Mas a alta variedade de moléculas, 

advindas de loci distintos, possuindo alelos distintos em cada um desses loci 
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torna a possibilidade de reconhecimento dos mais diversos peptídeos não-

próprios ainda maior. O polimorfismo apresentado por um número maior de 

genes clássicos é responsável pelo grande número de moléculas estranhas 

que podem ser apresentadas aos linfócitos (Kuby, 1997). Sabemos que a 

maioria dos loci do MHC são polimórficos, porém sabe-se da existência de 

loci considerados como monomórficos e que por isso são chamados de loci 

não-clássicos, ou seja, monomórficos. Estes genes monomórficos ou pouco 

polimórficos, são genes caminhando para se tornarem pseudogenes 

(Edwards & Hedrick, 1998). Os genes chamados de clássicos, são 

conhecidos por serem mais expressos e mais polimórficos do que os não 

clássicos. Uma molécula funcional de classe II é formada por dois 

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

 

Figura 3 – Representação gráfica de uma molécula de MHC de classe II. 

 

1.5. MAMÍFEROS AQUÁTICOS 

1.5.1. Evolução 

O período Holoceno, iniciado a cerca de 11.784 milhões de anos, 

após o fim da última era glacial principal, e que se estende até os dias atuais, 

foi importante na biologia evolutiva dos mamíferos aquáticos. Nesse período, 

estes animais – anteriormente terrestres – sofreram mudanças significativas 

em sua estrutura interna e externa para retornar ao ambiente aquático. Sendo 

bem adaptados à água, o grau de adaptação a este ambiente difere entre eles 
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(Meyer, 2000). Pinípedes, lontras e ursos polares são considerados “anfíbios”, 

diferente dos cetáceos (golfinhos e baleias) e sirênios (peixes-boi e 

dugongos), que são completamente aquáticos, ou seja, completam seu ciclo 

de vida na água (Berta et al., 2006). Sabe-se que os três grupos de 

mamíferos aquáticos marinhos – cetáceos, pinipedes e sirênios – tem 

evoluído de diferentes ancestrais comuns terrestres, os quais pertencem aos 

artiodátilos, carnívoros e proboscídeos, respectivamente (Gatesy & O’Leary, 

2001; Flynn & Nedbal, 1998; Lavergne et al., 1996).  

É provável que a independência do ambiente terrestre, além de ter 

trazido adaptações em estruturas morfológicas e na fisiologia, dieta e 

reprodução de peixes-boi, tenha transformado a necessidade de defesa 

contra micro-organismos patogênicos desses animais. Kennedy (1998) relata 

alguns tipos de infecção em mamíferos aquáticos, incluindo peixes-boi, mas 

somente para espécimes marinhos. 

 

1.5.2. Peixe-boi (Trichechus spp.) 

Os peixes-boi são mamíferos aquáticos de grande porte, conhecidos 

por manterem dieta exclusivamente herbívora (Best, 1982). Compondo a 

ordem Sirenia, esses animais pertencem às famílias Dugongidae e 

Trichechidae, tendo como representantes dugongos e peixes-boi, 

respectivamente. Dentro da família Trichechidae, um único gênero representa 

as duas espécies de peixes-boi conhecidas: Trichechus inunguis (Natterer, 

1883) e Trichechus manatus (Linnaeus, 1758). Os indivíduos T. manatus, 

ainda, são classificados em duas subespécies: T. manatus manatus e T. 

manatus latirostris, de acordo com a sua área de ocorrência (Husar, 1977; 

1978). Indivíduos de T. manatus manatus são 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 estuário amazônico, tolerando 

baixos níveis de salinidade e provavelmente coabitando com a espécie T. 

inunguis (Sousa, 2011). Os espécimes de T. inunguis, por sua vez, habitam 

somente ambientes de água doce (Sioli, 1984), distribuindo-se por todos os 
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afluentes da bacia amazônica (Figura 4), incluindo Peru, Colômbia e Equador 

(Best, 1982a, 1983, 1984). 

Como já ocorreu com animais conhecidos como vacas de Steller 

(Rytina), representantes extintos da família Dugongidae que habitavam o Mar 

de Bering (Figura 4) nos anos de 1970 (Stejneger, 1887), os riscos de 

extinção são também evidentes sobre as espécies de peixe-boi. As espécies 

de Trichechus têm sofrido historicamente com pressões de caça e acidentes 

com embarcações no país (Domning, 1981). Como a maioria dos mamíferos, 

os peixe-boi são K estrategistas, preservando características de baixa taxa 

reprodutiva que, por sua vez, não 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 gêmeos (Rathbun et al., 1995).  Aliado 

à especificidade alimentar desses animais e a outros fatores relacionados à 

degradação 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 táxon vulnerável à extinção (Luna et al., 2012; Luna, 2013). 

Estimativas apontam para um número de aproximadamente 500 indivíduos 

vivendo na costa brasileira, que é considerado um número crítico de 

indivíduos (Luna, 2013). 
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1.5.3. Estudos genéticos em Trichechus sp. 

Estudos sobre o grau de heterogeneidade genética da população de 

peixes-boi na Flórida mostram que estes animais são praticamente 

homogêneos em relação a sua variabilidade genética (McClenaghan & 

O’Shea,1988). Os autores dessa pesquisa descreveram ainda uma forte 

mistura interna entre as populações da península da Flórida, porém pouca 

variabilidade genética entre elas. Outros autores (Bradley et al. 1993) 

realizaram um estudo utilizando sequências da região do citocromo b do 

genoma mitocondrial, podendo assim evidenciar que três amostras dos 

animais possuíam o mesmo haplótipo. Garcia-Rodriguez et al. (1998) fizeram 

um estudo similar, centrando-se na região de controle do DNA mitocondrial 

(mtDNA), pois este segmento é caracterizado por acumular mutações em um 

ritmo mais rápido do que as sequências codificadoras, como é o caso do 

citocromo b, trazendo resultados mais específicos com o estudo de 

diversidade de mtDNA (Quinn 1992; Encalada et al. 1996). 

Estudos genéticos mais recentes têm sido realizados ainda com 

mtDNA, microssatélites e outros marcadores neutros. Estas pesquisas 

tiveram como objetivo descrever padrões de biogeografia e relação entre 

táxons existentes e extintos de sirênios (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 populações existentes de 

Figura 4 - Distribuição de Sirenia no mundo, onde em vermelho estão ilustradas as 
vacas marinhas, indivíduos já extintos. Adaptado de Bonde et al., 2012. 
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peixes-boi marinhos são geograficamente estruturadas, havendo uma 

separação entre os viventes na península da Flórida 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 irmã, o peixe-boi-da-Amazônia não aponta estruturação geográfica, 

apesar de sua ampla distribuição, 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 hibridização em Trichechus sp. 

A primeira classificação das subespécies de T. manatus foi realizada 

com base em características ósseas do crânio 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 classificação 

foi questionada por Husar (1978), por não considerar suficientes as 

características morfológicas para a distinção de duas subespécies, e, mais 

tarde, por Garcia-Rodriguez et al. (1998), em estudo que mostrou evidências 

de compartilhamento de haplótipos de mtDNA entre população do peixe-boi 

da Flórida e as populações regionais que ocorrem nas Grandes Antilhas, 

como Porto Rico e República Dominicana. O último estudo publicado sobre 

essa discussão foi o de Hunter et al. (2012), o qual demonstra por evidências 

genéticas a existência da separação das subespécies já mencionadas. 

Vianna et al. (2006) realizaram estudo abrangente acerca da 

hibridização de sirênios em várias partes do mundo com foco na conservação 

dos peixes-boi e, no Brasil, foi detectada a presença de indivíduos híbridos 

entre as espécies T.inunguis e T. manatus na foz do Rio Amazonas, também 

com base em estudos de marcadores neutros. 

Indivíduos de T. inunguis são encontrados principalmente em água 

doce, porém há registros de ocorrência dos mesmos próximos à costa 

paraense (Domning, 1981; Luna, 2001). O complexo estuário paraense é 

considerado uma área simpátrica entre as duas espécies de peixe-boi, e 
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acredita-se que a hibridização possa ocorrer nesses locais, com dúvidas 

quanto ao valor adaptativo para as espécies (Vianna et al., 2006; Luna, 2013). 

Com estes fatos, podemos inferir que esteja ocorrendo introgressão genética 

entre esses animais e que esta pode não ser benéfica para os mesmos. 

1.6. IMUNOLOGIA GENÉTICA E ECOLÓGICA 

A imunologia ecológica basicamente reconhece a importância da 

variação entre indivíduos e também as complexas interações que determinam 

a história de vida de um organismo em seu ambiente natural (Schulenburg et 

al., 2009). Estudos relacionados a esta temática com peixes-boi deverão 

trazer informações essenciais de como patógenos e hospedeiros se 

relacionam na vida de um indivíduo numa escala evolutiva. 

Testes iniciais de imunologia têm sido realizados baseados em 

técnicas utilizadas em humanos, logo a falta de conhecimento básico sobre a 

imunocompetência específica desses animais torna o diagnóstico pouco 

eficaz e inibe o desenvolvimento de ferramentas diagnósticas e terapêuticas, 

além de pouco contribuir com estratégias de manejo e conservação das 

espécies. Nos EUA foram realizados estudos sobre a imunologia de peixes-

boi da Flórida, no intuito de conhecer melhor a biologia molecular desses 

animais para, assim, aplicar técnicas de manejo e conservação envolvendo os 

mesmos (Walsh & Luer, 2000). Além de estudos sobre posição filogenética e 

uso de ferramentas genômicas (Catanhede et al., 2005; Bonde et al., 2012; 

Luna et al., 2012; Luna, 2013), principalmente em animais em cativeiro, 

estudos sobre doenças infecciosas que podem ser portadas por ambas as 

espécies viventes no Brasil são de extrema relevância científica, bem como o 

entendimento de como o sistema imune desses animais evoluiu para adaptar-

se a diferentes condições de habitat.  

A saúde humana, de animais domésticos e selvagens podem estar 

interralionadas pelo compartilhamento de patógenos entre eles (Currier & 

Steele, 2011). Desse modo, é fundamental a aplicação do conhecimento 

sistêmico sobre essas doenças entre humanos e outros mamíferos, em 

especial os peixe-boi. A interação com parasitas e, mais do que isso, a co-

evolução que permitiu a coexistência entre parasito e hospedeiro, necessitam 
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de análises detalhadas a respeito da diversidade desses parasitos e suas 

linhagens existentes, gerando assim conhecimento básico em saúde pública, 

incluindo percepções que podem ser adquiridas através da investigação 

interdisciplinar. 

Brock et al. (2013) descrevem o que já tem sido feito no campo da 

imunologia ecológica e os vastos campos que ainda carecem de investigação 

por parte dos cientistas, dentre esses caminhos, investigações que permeiam 

a relação parasito/hospedeiro. Análises imunogenéticas de espécies-chave, 

como é o caso dos peixes-boi, que estão em grupos com poucos estudos 

filogenéticos, residem em ambientes subestudados e/ou ameaçados, 

possuem um grande grupo de profissionais focados na conservação e 

preservação de indivíduos tanto em ambiente natural como em cativeiro, e 

gozam de apoio público, podem levar a maiores avanços na imunologia 

ecológica. 

Partindo das premissas já citadas, questiona-se quais as diferenças, 

em relação à resposta imune, entre organismos terrestres (Elefantes) e 

aqueles que voltaram ao ambiente aquático (peixes-boi)? E ainda, de que 

forma esses organismos aquáticos se adaptam, quanto ao seu sistema 

imune, à diversas condições de habitat, como água salgada e água doce? 

Pergunta-se ainda, como a evolução e a pressão dos patógenos 

impulsionaram evolutivamente as espécies de mesmo gênero e isoladas 

geograficamente? 

1.7. HIPÓTESES 

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

classe II comparadas às espécies de mamíferos terrestres. 

H0: Espécies de peixe-boi apresentam baixa variabilidade no MHC de 

classe II comparadas às espécies de mamíferos 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 lócus DQB do complexo principal de histocompatibilidade. 

 

1.8.2. Objetivos Específicos 

- Descrever a variabilidade da região controle do mtDNA dos 

indivídios de T. inunguis visando determinar sua variabilidade em um 

marcador neutro 

- Descrever, através de sequenciamento do éxon 2 de alelos do lócus 

DQB de um gene de MHC de classe II de T. inunguis; 

- Analisar os padrões de substituição evolutiva nos sítios sinônimos e 

não sinônimos do éxon 2; 

- Determinar a filogenia dos alelos e compará-la a outras espécies de 

mamífero 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. AMOSTRAGEM 

Foram coletadas 17 amostras de sangue de peixes-boi-da-Amazônia 

(Trichechus inunguis) provenientes do cativeiro das Faculdades Integradas do 

Tapajós – 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 º C até o 

momento da extração de DNA. De apenas nove amostras foi conseguido pelo 

menos uma sequência de MHC-DQB. 

 

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

Número Nome Sexo Local de resgate 

1 Bolinha Macho Santarém 

2 Chimanga Fêmea Alenquer 

3 Iapará Fêmea Monte Alegre 

4 Jarí Fêmea Santarém 

5 Jaguararí Macho Santarém 

6 Vitória Fêmea Não localizado 

7 Araraú Macho Alenquer 

8 Petro Macho Prainha 

9 Tixa Fêmea Santarém 

10 Marajó Macho Marajó 

11 Pretinha Fêmea Monte Alegre 

12 Hulck Macho Óbidos 

13 João Macho Terra Santa 

14 Sardinha Macho Marajó (Gurupá) 

15 Guerreiro Macho Óbidos 

16 Xis Macho Não localizado 

17 Paloma Fêmea Não localizado 
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Figura 5 - Mapa com a localização em GPS do local onde cada animal foi resgatado 
no Estado do Pará. 

 

2.2. MÉTODOS LABORATORIAIS 

2.2.1. Extração de DNA 

A extração de DNA foi feita a partir de sangue total, sendo realizada 

com o kit de extração DNeasy Tissue & Blood (QIAGEN), seguindo as 

recomendações indicadas pelo fabricante. Os extraídos foram diluídos em 

água e armazenados novamente à – 20º C até o momento da análise 

posterior. 

 

2.2.2. Reação em Cadeia da Polimerase - PCR 

Para o isolamento e caracterização dos genes a técnica de PCR foi utilizada. 

As condições padrões para realização das reações foram adotadas conforme 

procedimento padrão, exceto pelas temperaturas de annealing que variam 

entre genes (Tabela 2). Como já testadas, as PCR foram realizadas com um 

volume final de 25 µl, contendo 2,5 µl de tampão de reação (10x), 0,8 µl de 

cada primer em concentração final de 0,5µM na solução (Tabela 2), 0,5 µl de 

DNA, 1,0 µl de cloreto de magnésio (MgCl2), 1,0 µl de 

desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTPs) e utilizando 0,5 µl de Platinum® 

Taq DNA Polymerase (Invitrogen Research) para realizar a amplificação dos 

segmentos desejados. A reação foi dissolvida em água até a quantidade final 

proposta. Os primers utilizados no isolamento dos fragmentos de D-loop e do 

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

Gene Desnaturação 

Inicial 

Desnaturação Annealing Extensão Nº de 

Ciclos 

Extensão 

Final 

DQB 94ºC, 3 min 94ºC, 1 min 60ºC, 45 s 72ºC, 1 min 40 72ºC, 2 

min 

mtDNA 94ºC, 3 min 94ºC, 1 min 47ºC, 45 s 72ºC, 1 min 40 72ºC, 2 

min 

 

 

Tabela 3 Primers utilizados nesse estudo com suas respectivas referências e 
sequências de nucleotídeos 

Primer Sequência 5’- 3’ Posição Referência 

Trma – F TCACCGCAGAGGATTTCGTG Éxon 2, 3 
Autoria do grupo de 

pesquisa 

Trma – R CGACTCCTGGAGACTCAACC Éxon 2, 3 
Autoria do grupo de 

pesquisa 

CR-5 TCACCATCAACACCCAAAGC 
Região 

Controle (D-
loop) 

Cantanhede et al. 2005 

CR-4 AGATGTCTTATTTAAGAGGAA 
Região 

Controle (D-
loop) 

Cantanhede et al. 2005 

 

 

2.2.3. Purificação 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 µl do corante GelRed (Biotium©). 

Após a aplicação nos poços, 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 lâmina 

estéril. Os fragmentos isolados foram, então, purificados utilizando kit de 

extração Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (PROMEGA), seguindo 

o próprio protocolo sugerido no kit. Após a obtenção do purificado das 

amostras, estimativas da concentração 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. Purificação dos produtos da reação de sequenciamento 

Os produtos das reações de sequenciamento foram purificados 

seguindo as colunas cromatográficas Micro Bio-Spin® P-30 Tris (Bio-Rad) 

também seguindo as orientações fornecidas pelo fabricante. 

 

2.2.6. Clonagem dos produtos da PCR de indivíduos heterozigotos 

Quando a análise do cromatograma permitiu que se considerasse o 

indivíduo heterozigoto para o gene DQB, foi realizada a precipitação do 

produto purificado de PCR para eliminação de resíduos de sais e, então, 

posterior clonagem desse produto usando o kit pCR®II-TOPO® (Thermo 

Fisher Scientific) e todas as recomendações 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 

– 20º C até o momento da realização da MiniPrep, técnica que consiste em 

extrair o DNA dos plasmídeos outrora inseridos nas bactérias glicerolizadas. 

Após a MiniPrep, os fragmentos foram visualizados em gel de agarose à 2% 

adicionados de Brometo de Etídeo para a obtenção da fluorescência (Figura 

6). 
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Figura 6 - Gel de agarose (2%) utilizando fluorescência por brometo de Etídeo. Na 
leitura feita da esquerda para a direita, a primeira seta mostra abanda mais fraca 
observada no gel indicando o DNA genômico dabactéria Escherichea coli usada para 
a clonagem, a segunda seta indica a banda mais intensa, onde observa-seo material 
genético do plasmídeo inserido do fragmento desejado (Gene DQB),  conforme 
indicado pela terceira seta, observamos a banda indicativa de RNA do plasmídeo. O 
ladder utilizado na leitura comparativa possui tamanho de 1 kb. As amostras estão 
distribuídas de 1 à 17. 

 

2.3. ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS NUCLEOTÍDICAS 

2.3.1. Edição e alinhamento das sequencias nucleotídicas 

As sequências nucleotídicas obtidas do gene DQB e mtDNA foram 

editadas utilizando o programa Sequencher® versão 4.1. (Gene Codes 

Corporation©). 

 

2.3.2. Análise estatística das sequências nucleotídicas e de aminoácidos 

As análises estatísticas foram computadas no programa MEGA 7 

(Kumar et al., 2016, no prelo). Estimou-se a distância pair-wise pelo método 

Kimura 2-parâmetros. A significância estatística da análise foi calculada a 

partir de um teste t simples com número infinito de graus de liberdade, onde 

obteve-se o valor de Z. 

 

2.3.3. Análise Filogenética 

A reconstrução filogenética foi utilizada com o intuito de mostrar a 

relação que os alelos mantêm a partir das análises das sequências 

nucleotídicas. O método neighbour-joining foi adotado para tal, sob o auxílio 

do programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016, no prelo). Esse método parte do 

princípio que não há recombinação intra-alélica. 
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Uma análise filogenética que permite que a recombinação possa ser 

assumida pode ser conseguida com a reconstrução de redes filogenéticas. 

Para isso, utilizamos o programa SPLITSTREE4 (Huson & Bryant, 2006). 
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3. RESULTADOS 

3.1. PADRÕES DE VARIABILIDADE INTRAESPECÍFICA 

O alinhamento completo compreendeu um total de 134 sequências de 

D-loop, desses, 118 foram acessados a partir do banco de dados GenBank, 

dos quais 77 sequências pertencentes a T. inunguis, 35 de T. manatus e 

cinco a T. senegalensis. Optou-se por manter 490 pb para as análises a partir 

das sequências obtidas, em contraste com os dados disponíveis em Vianna et 

al. (2006), que usou um fragmento de comprimento de 410 pb, pois as 

terminações 3’ e 5’ excluídas também continham sítios polimórficos que 

poderiam ser usados para diferenciar os indivíduos. Duas sequências de 

animais encontrados no município de Monte Alegre - PA eram idênticas, bem 

como duas na Ilha de Marajó - PA. 
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Figura 7- Median-joining network (MJN) de todos os haplótipos D-loop de T. inunguis, T. manatus e T. senegalensis. 
Círculos escuros correspondem a haplótipos de T. inunguis obtidos no presente estudo; círculos brancos são D-loops 
encontradas no GenBank para T. inunguis; em cinza claro, haplótipos obtidos para T. manatus, formando três 
clusters distintos. Em cinza escuro, haplótipos de T. senegalensis. A área do círculo corresponde ao número de 
indivíduos que possui cada haplótipo. 
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Foram identificados 12 haplótipos típicos nas amostras de T. inunguis 

utilizadas neste trabalho. A reconstrução filogenética utilizando as sequências 

nucleotídicas para montagem da árvore MJN (Figura 7) ao longo dos 

haplótipos da região D-loop mostra que os haplótipos de T. inunguis do 

presente estudo agruparam com os haplótipos da mesma espécie obtidos da 

literatura, mostrando pouca variação, apesar da obtenção dos animais ter sido 

distribuída em diversos pontos diferentes no Estado do Pará. Também é 

observada a formação de três clusters entre os indivíduos de T. manatus, 

anteriormente descritos em Vianna et al. (2006).  

A amostra identificada morfologicamente como T. inunguis, mas que 

possuía haplótipo de D-loop mais semelhante a T. manatus correspondeu a 

uma fêmea capturada na Ilha das Onças (apelidada de Paloma), arredores de 

Belém. Ela foi posteriormente liberada em local próximo de onde foi 

encontrada. Amostras de sangue adequadas para cariotipar esse espécime 

não foi coletado, assim como não conseguimos ainda obter dados sobre os 

seus alelos de MHC. 
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Figura 8 - Sequência de aminoácidos 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 aminoácidos idênticos à primeira sequência. O sinal + equivale a PBS, segundo Brown et 
al. (1993). 
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Tabela 4 - Proporção de substituições sinônimas (dS) e não-sinônimas (dN), divergência nucleotídica e valores de diversidade nucleotídica para 

sequências do éxon 2 do MHC-DQB de Trichechus inunguis e Trichechus manatus. As análises são feitas considerando os alelos das 

espécies separadamente 

 

Gene 

 

N 

 

d ± EP 

 

π 

 

S 

Total (270 pb) 

dN ± EP              dS ± EP 

PBR (72 pb) 

dN ± EP               dS ± EP 

Não-PBR (186 pb) 

dN ± EP               dS ± EP 

Trma-DQB 3 0,037 ± 0,010 0,035 16 0,051 ± 0,015** 0,000 ± 0,000 0,106 ± 0,041** 0,000 ± 0,000 0,030 ± 0,014* 0,000 ± 0,000 

Trin-DQB 13 0,057 ± 0,009 0,049 39 0,073 ± 0,018** 0,014 ± 0,006 0,214 ± 0,067** 0,031 ± 0,018 0,024 ± 0,010 0,009 ± 0,007 

           

d = distâncias médias estimadas entre as sequências usando Kimura 2-parâmetros, EP = erro padrão; π = diversidade nucleotídica; S = 
sítios segregantes; PBR = região de ligação ao peptídeo; dN e dS média de substituições não-sinônimas e sinônimas, 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 análises das proporções dN/dS entre T. inunguis e T. manatus, 

mostram evidência de seleção positiva, com o número de substituições não 

sinônimas mostrando-se mais alto, mesmo quando a sequência é vista como 

um todo (Tabela 4). Mesmo realizando a análise dos alelos de peixes-boi-da-

Amazônia sem Trin-DQB*01 e *02, que parecem bem divergentes e próximos 

de T. manatus, ainda assim os valores de dN permanecem altos. Os três 

alelos de peixe-boi marinho são provenientes da análise de dois indivíduos da 

espécie T. manatus; assim, não consideramos que este seja o número real de 

alelos dessa espécie. 

Optamos por mostrar duas análises filogenéticas. A rede filogenética 

tem por princípio a possibilidade da recombinação alélica ou conversão 

gênica, o que não ocorre na árvore filogenética. Assim, podemos ver na rede 

filogenética (Figura 9) a presença de bordas paralelas ligando os alelos, 

evidência de recombinação ou conversão gênica durante a formação das 

sequências. O arranjo da rede parece mais na forma de estrela, sem que 

ramos longos individualizados sejam evidentes, mesmo nos alelos 

característicos de T. manatus. 

A árvore filogenética (Figura 10), embora não acomode a 

recombinação ou conversão gênica como possibilidade, permite que sejam 

comparadas sequências de espécies mais distantemente relacionadas, como 

o elefante-da-savana africano (Loxodonta africana). Oryctéropo (Orycteropus 

afer, chamado em inglês de aardwark), cuja sequência de aminoácidos de 

DQB é mostrada na Figura 8, quando adicionado em ambas as análises 

filogenéticas mostrou ser um ramo muito divergente (Figuras 9 e 10), 

compatível com lócus diferentes (dados não mostrados). 
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Figura 9 - Rede filogenética das sequências alélicas do éxon 2 de MHC-DQB de peixe-boi-da-Amazônia (Trin-DQB) e peixe-boi marinho 
(TrMa-DQB). A rede foi construída a partir do método Kimura 2-parâmetros com o programa Splits Tree. 
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Figura 10 - Árvore filogenética não enraizada, obtida pelo método Neighboor-joining, 
das sequências do éxon 2 de MHC-DQB de T. inunguis (Trin-DQB) e T. manatus 
(Trma-DQB). A análise estatística foi feita a partir do método Kimura 2-parâmetros e 
a robustez da análise foi testada com 2000 pseudo-réplicas de bootstrap. 
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4. DISCUSSÃO 

Neste trabalho, foram descritos 13 alelos de um lócus DQB do MHC de 

peixe-boi da Amazônia (Trichechus inunguis). Assinaturas de seleção positiva 

nos sítios de ligação ao antígeno são evidentes quando os alelos são 

comparados. Três alelos, descritos para o peixe-boi marinho da Flórida, 

mostram que há alelos semelhantes entre as duas espécies, o que pode ser, 

tanto evidência de polimorfismo transespecífico quanto a possibilidade de 

esse compartilhamento ser devido ao processo de hibridização que ocorre 

entre as espécies de peixe-boi marinho e da Amazônia. 

 Os peixes-boi da Amazônia utilizados neste estudo não haviam tido 

sequências de DNA mitocondrial previamente analisadas. No entanto, essas 

sequências devem ser determinadas por duas razões: uma estimativa inicial 

da variabilidade genética presente na população ou a presença de animais 

híbridos. Com uma exceção, os animais deste estudo tiveram sua sequência 

similar às já descritas como características da espécie T. inunguis, que no 

geral mostram pouca variação e uma árvore de haplótipos caracterizada por 

expansão populacional. Infelizmente, do espécime que poderia ser 

caracterizado como híbrido (Paloma), capturada e liberada na Ilha das Onças, 

por questões técnicas apenas um alelo pode ser sequenciado. 

 Os alelos de MHC-DQB descritos neste estudo mostraram taxas de 

substituição não-sinônimas mais altas na região PBR (Tabela 4), o que é 

evidência de seleção positiva nesses códons, cuja explicação mais comum 

seria a vantagem que indivíduos heterozigotos (Doherty & Zinkernagel 1975; 

Hughes & Nei 1988, 1989) ou seleção dependente de frequência ou 

vantagem de alelos raros (Slade & McCallum 1992), mas que em última 

instância elevaria o número de patógenos reconhecidos pelo sistema imune 

dos indivíduos, aumentando sua resistência a doenças infecciosas. Essa é 

uma característica que tem sido comumente observada nos organismos que 

tiveram alelos de MHC descritos, a ponto de em espécies onde essa variação 

não ocorre serem considerados em situação crítica com relação à sua 

sobrevivência (Miller et al, 2010). No caso dos mamíferos aquáticos que 

passam sua vida em tempo integral na água, os cetáceos são um grupo que 

apresenta estudos que permitem uma comparação com os sirênios. De fato, 

resultados variáveis, mas que apontam em alguns casos para um baixo 
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número de alelos de MHC, são observados em cetáceos (Zhang et al., 2016), 

ainda que uma redução na variabilidade do MHC não tenha sido comprovada 

como uma ameaça à sobrevivência de espécies de vertebrados (Radwan et 

al., 2010). Comparados aos peixes-boi desse estudo, podemos dizer que pelo 

menos para o lócus DQB há evidência de variabilidade semelhante à 

encontrada em outros mamíferos terrestres, já que tivemos 12 alelos em nove 

indivíduos. 

 É importante ressaltar, no entanto, de que há evidências, nas próprias 

sequências de aminoácido quando comparamos os alelos entre si e no baixo 

número de substituições sinônimas, tanto em códons PBR quando em não-

PBR, que a recombinação ou conversão gênica 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 sequências presentes em 

peixe-boi marinho, embora três alelos apenas tenham sido descritos, que não 

há substituição sinônima entre eles. É difícil não especular que, pelo menos 

para esse último caso, nos peixes-boi marinhos da Flórida (Vianna et al., 

2006), que possuem apenas um haplótipo de D-loop, a pressão pela 

manutenção de diversidade em MHC não possa ter levado a pressões 

seletivas que favorecessem a permanência de alelos diversificados, e que 

uma forma de “fabricar” esses alelos mais rapidamente não fosse por 

recombinação. Nos animais amazônicos, a recombinação parece ter sido 

importante, como pode ser visualizado também na rede filogenética. 

 A análise filogenética dos alelos DQB de peixe-boi da Amazônia 

mostram que todos são proximamente relacionados e que um dos alelos 

descritos para esta espécie é idêntico a outro descrito para o peixe-boi 

marinho da Flórida. Este resultado poderia ser resultado de polimorfismo 

transespecífico, também uma ocorrência comum em genes do MHC (Arden & 

Klein, 1982; Crutera & Lacey, 2007), ou compartilhamento por hibridização 

(Vianna et al., 2006). De fato, a ocorrência de híbridos entre as duas espécies 

próximas à foz do Amazonas parece apontar para a hibridização como a 

melhor explicação para este fato, já que não há substituições sinônimas entre 

as sequências. No entanto, se essa hipótese for a verdadeira, ela encerra 

mais duas constatações. Primeiro de que haplótipos de MHC de peixes-boi da 
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Amazônia foram adquiridos a partir de peixes-boi marinhos e que pelo menos 

um deles é idêntico ao de um animal da Flórida, ou seja, em termos de alelos 

de MHC talvez as populações 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 imediações de Santarém como um macho adulto, é 

provável que ele tenha ancestrais na foz do Amazonas, cuja mãe ou o pai 

poderia ser descendente de um indivíduo híbrido, e que talvez o 

deslocamento dos machos pelo Rio Amazonas possa se dar por distâncias 

relativamente longas – e mais alelos de MHC semelhante a alelos de animais 

marinhos possam ser encontrados em animais espalhados pela Bacia 

Amazônica. 

 Um caso de polimorfismo transespecífico evidente é encontrado com a 

presença de um alelo de elefante entre os de peixes-boi, ainda que sua 

sequência de aminoácidos não seja idêntica à de nenhum peixe-boi analisado 

até agora. Isso parece demonstrar a relação filogenética entre elefantes e 

peixes-boi, ambos afrotérios. O alelo DQB do afrotério Orycteropus afer 

mostrado na árvore filogenética, por outro lado, possui uma sequência tão 

divergente que provavelmente não se trata de um alelo de um gene homólogo 

ao sequenciado em peixes-boi, ou seja, seria um outro lócus DQB bem mais 

divergente, ou mesmo pode se tratar de uma atribuição errada quando da 

montagem do genoma dessa espécie e pertencer a um outro gene de classe 

II. 

 A presença de alelos de D-Loop diferenciados por poucas mutações 

pontuais não permite uma ideia clara da diversidade genética desses animais, 

mas já demonstram uma forma de amostrar sua diversidade genética superior 

ao mtDNA. Assim, os alelos de MHC permitem uma melhor ideia da 

diversidade genética dos peixes-boi da Amazônia e também podem ser mais 

claramente associados a estados de ancestralidade comum, sem ser vistos 

como possíveis convergências, diferente, como é o caso dos microssatélites 

(Vianna et al., 2006). 

 

Um mapeamento dos alelos de MHC dos peixes-boi da Amazônia 

poderia em princípio ajudar em distinguir subpopulações na Amazônia se elas 
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existirem, e contribuir para indicar áreas de reintrodução desses animais 

(Bonde et al., 2012; Marsden et al., 2013). Ademais, estudos com a 

variabilidade do MHC têm a clara vantagem de relacionar alelos específicos 

com resistência a patógenos ou indiretamente revelar se os ambientes, 

principalmente o de água doce e o marinho, diferem entre si na prevalência 

de determinados patógenos. 
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5 CONCLUSÕES 
 

 - Os peixes-boi-da-Amazônia estudados mostraram 13 alelos de MHC-

DQB em nove indivíduos, representando variabilidade no MHC; 

 - Dois indivíduos de peixe-boi marinho analisados tiveram três alelos 

diferentes; 

 - Pelo menos um alelo idêntico foi compartilhado entre peixe-boi-da 

Amazônia e peixe-boi marinho, o que pode ser evidência de polimorfismo 

transespecífico ou hibridização, a última delas podendo estar interferindo de 

forma positiva ou negativa para a conservação das espécies 

 - Houve evidência de seleção positiva para os alelos de ambas as 

espécies, mostrando que a seleção natural está mantendo os alelos 

vantajosos para a espécie 

 - Embora não compartilhando alelos idênticos, há semelhança entre um 

alelo de elefante africano-da-savana (Loxodonta africana) e alguns alelos de 

MHC-DQB de peixe-boi, evidenciando que os mesmos compartilham 

convergências evolutivas quanto ao seu sistema imune; 

 - A recombinação inter-alélica parece ter sido importante para a 

diversificação dos alelos de MHC-DQB de peixe-boi; 

 - Com os dados disponíveis, não foi possível associar variação na 

molécula de MHC à variação nos haplótipos de D-loop. 
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