Confirmacao da relagao entre peixes-bois, “hyraxes”
e elefantes, por meio do estudo da proteina das lentes dos olhos(*)

Resumo

As relagoes filogenéticas entre os membros da
super-ordem Paenungulata, os peixes-bois, elefantes e
"hyraxes", foram investigadas, utilizando-se a seqiién-
cia de andlises de aminodcidos da proteina oc A do
cristalino da lente dos olhos destes animais. As ana-
lises confirmam a origem monofilética das ordens Hy-
racoidea, Sirenia e Proboscidea e colocam os edenta-
tas como os mais antigos do ramo da linha principal
dos euterianos, seguidos pelos Paenungulatas como ra-
mo mais préximo. Os resultados sugerem que os pei-
xes-bois podem estar mais préximos dos hyraxes que
dos elefantes dada a presenga dos 72-Leu nos hyraxes
e peixes-bois, mas ndo nos elefantes. Evidéncias mor-
folégicas indicariam uma relagdo mais préxima entre o
elefante e peixe-boi, as quais, se verdadeira, exigirdo
uma retrossubstituicio do 72-Leu— Val na cadeia
oc A dos elefantes ou 2 substituicoes paralelas na
72-Val =+ Leu nos hyraxes e peixes-bois.

UTILIZAGAO DA SEQUENCIA PROTEICA
EM ESTUDOS FILOGENETICOS

Bem como caracteristicas morfologicas e
anatdmicas podem ser utilizadas para avaliar
semelhangas entre espécies, e dai inferir rela-
coes filogenéticas, é possivel comparar para
esse propésito as propriedades estruturais de
proteinas homélogas em diferentes espécies.
Isso pode ser feito através de técnicas imuno-
légicas, onde o grau de reatividade cruzada é
uma medida da distancia evolutiva entre espé-
cies. Similarmente, um estudo da mobilidade
eletroforética de proteinas pode fornecer in-
formacdes sobre grau de parentesco entre es-
pécies. Extremamente rica em informacao,
mas também dificil de realizar, € a compara-
cdo das seqiiéncias de aminoacidos de protei-
nas homdlogas de espécies cujas relaces se
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quer estudar. Isto ndo somente fornece uma
medida concreta do grau de diferenca entre
duas proteinas, mas também estabelece as po-
sigoes precisas e a natureza das substituigtes
de aminoacidos. Isto possibilita, em principio,
a distingdo na sequéncia protéica de “resi-
duos” de aminoacidos primitivos e derivados
de grande vantagem para a reconstrucao se-
gura das relacoes filogenéticas.

As técnicas de anédlise de seqiiéncias de
aminodcidos tém sido desenvolvidas e aper-
feicoadas pela quimica de proteinas, durante
os Gltimos vinte anos. Pela relativa dificulda-
de, custo e consumo de tempo dessas técni-
cas, elas s6 tém sido aplicadas muito ocasio-
nalmente a estudos filogenéticos especificos.
Mais notaveis, no campo da filogenia de ma-
miferos, sdo os estudos sobre mioglobina
(Romero-Herrera et. al., 1978), hemoglobina
(Goodman et. al., 1979), citocromo ¢ (Moore
et. al., 1976) e ribonuclease pancreatica (Bein-
tema et. al,, 1977). Esses estudos tém mos-
trado que comparagbes das seqiiéncias de
aminoéacidos podem fornecer informacoes sig-
nificativas sobre as relacoes filogenéticas en-
tre taxa de mamiferos. Como foi mencionado
por McKenna (1979), essas investigacoes, in-
felizmente, tém visado pouco & solucdo de ca-
sos de problemas filogenéticos, tais como as
relacbes das pequenas e aberrantes ordens
de mamiferos Edentata (preguicas, tamanduas,
tatus), Pholidota (pangolins), Tubulidentata
("aardvarks”, Proboscidea (elefantes), Hyra-
coidea (“hyraxes”) e Sirenia (peixes-bois) en-
tre si e com as ordens de mamiferos mais co-
rhecidas.
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Estudos feitos em nosso laboratério mos-
traram no passado que comparagoes de se-
qiiéncias da proteina oc cristalina das len-
tes dos olhos, ou cristalino, de 17 espécies,
representando onze ordens de mamiferos, pos-
sibilitaram a construgdo de "&avores evoluti-
vas" que concordam, em grande parte, com as
opinides geralmente aceitas sobre as relagdes
entre essas ordens (De Jong eét. al., 1977). Fi-
cou demonstrado, entre outras coisas, que ele-
fantes e “hyraxes” sao, mutuamente, os pa-
rentes mais proximos dentre os mamiferos es-
tudados como de fato aceito pela maioria dos
autores (Romer, 1966; Thenius, 1969, e outros)
mas questionado por outros (McKenna, 1975).
Notavelmente, em base a evidéncia da seqién-
cia da oc cristalina, parece que essas duas
ordens ndo sdo derivadas de uma origem co-
mum com as ordens de ungulados, como ge-
ralmente aceito, mas representam antes um
dos ramos mais antigos do tronco placentério
principal.

Embora os Sirenia geralmente sejam con-
siderados como muito proximamente relacio-
nados aos Proboscidea e sejam, junto com os
Hyracoidea, referidos como Paenungulata pa-
receu Util incluir o peixe-boi no estudo compa-
rativo das oc cristalina de mamiferos. Isso
nao s6 possivelmente confirmaria (ou contra-
diria) as relacdes dos peixes-bois com os ou-
tros Paenungulata, como também aumentaria a
“densidade” da arvore genealégica da oc cris-
talina melhorando, desse modo, a confiabi-
lidade da informacéo filogenética deduzida em
outros casos mais controvertidos.

oc CRISTALINA: PROPRIEDADES
E ANALISE DA SEQUENCIA

A oc cristalina é uma proteina estrutu-
ral soldvel em agua, que ocorre exclusivamen-
te nas células do cristalino dos vertebrados.
Compde uma proporcéo varidvel das proteinas
totais do cristalino, dependendo da idade e da
espécie do animal. Em muitas espécies, ele
atinge valores de 25 a 50% das proteinas to-
tais (para uma revisdo do assunto, vide Clay-
ton, 1974)* A oc cristalina forma grandes
acregados, de peso molecular médio de
400.000 a 800.000, e € composta de dois tipos
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de cadeias, oc A e oc B, que ocorrem numa
proporcdo de aproximadamente 3:1 na maioria
dos mamiferos placentdrios. As cadeias oc A
¢ oc B do boi, que tém um comprimento de 173
a 175 “residuos”, respectivamente, mostram
55% de homologia em suas seqiléncias de
aminoacidos, refletindo, assim, um artigo an-
cestral comum de seus genes.

A oc cristalina pode ser facilmente obti-
da em quantidades considerdveis na maioria
das espécies de vertebrados e a seqiiéncia
de aminoacidos da cadeia cc A é relativamen-
te simples de estabelecer-se. De estudos an-
teriores, (De Jong et. al., 1977) poderia esti-
mar-se que a cadeia occ A desenvolve uma ta-
xa de 2,9 substituicdes de aminoacidos por 100
“residuos” em 100 milhdes de anos. Isso a co-
loca entre as proteinas de mais lenta evolu-
cao e a torna adequada para o estudo das re-
lacoes filogenéticas entre taxa de ordens su-
periores.

Os procedimentos gerais envolvidos na
determinacao da seqiiéncia das cadeias da
oc cristalina A sdo descritos em detalhe em
De Jong e Terwindt (1976) e serdo dados aqui
resumidamente, como aplicados a elucidacao
da seqliéncia da cadeia da oc cristalina A
do peixe-boi. Seis cristalinos de peixes-bois
Trichechus inunguis) jovens do Brasil foram
obtidos do Dr. R.C. Best, Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazbénia, Manaus. Os cris-
talinos foram enviados por via aérea, a tempe-
ratura ambiente, numa soluc@o saturada de clo-
ridrato de guanidina. Sob essas condicoes, o0s
cristalinos sao completamente solubilizados,
mas as proteinas ficam protegidas de ataque
microbiano ou enzimatico e permanecem (ao
contrario de quando conservada em élcool ou
fermol) adequadas para posterior andlise es-
trutural. A cadeia de oc cristalina A podia
ser recuperada dessa solucdo e separada de
todas as outras proteinas do cristalino por cro-
matografia de coluna de troca idnica, depois
de removido o cloridrato de guanidina por dia-
lise. A cadeia oc A isolada foi digerida com
tripsina que especificamente corta a cadeia
atras dos aminoacidos bésicos lisina e argini-
na. A resultante mistura de cerca de 20 pepti-
deos pequenos foi fracionada por cromatogra-
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fia de filtracdo em gel e mapeamento peptidi-
co (eletroforese de alta voltagem em papel,
seguida por cromatografia em papel na segun-
da dimens&o). Alguns peptideos tripsinicos
(“tryptic peptides”) maiores foram digeridos
posteriormente com termolisina. Foram feitas
analises de aminoacidos do peptideos purifica-
dos e as composicées comparadas com 0s
peptideos correspondentes das cadeias oc A
de bois e elefantes, que ja haviam sido se-
quenciadas. Quando a carga e cOmMpoOSicao
dos pequenos peptideos homdélogos eram os

aminoacidos também eram idénticas.

Desde que esse procedimento de analise
de seqiiéncias de aminoacidos se fia, num alto
grau, na comparac@o das composicoes de ami-
noacidos de peptideos pequenos, ha obviamen-
te o risco de omitir substituicoes duplas de
tipo oposto, ocorrendo no mesmo peptideo
sem mudar sua composi¢éo. Tem sido estabe-
lecido, contudo, que esse risco de omitir tais
substituigdes reciprocas é desprezivel, contan-
to que os peptideos analisados sejam suficien-

mesmos, admitia-se que suas seqléncias de temente pequenos (Van Druten et, al., 1978).
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'F_ig‘ 1 — Resumo da andlise da seqiliéncia da cadeia da ¢ cristalina A do peixe-boi. A linha central represen-

ta a seguéncia anteriormente bem estabelecida, da cadeia oc A bovina. Os dez radicais que foram considerados di-
ferentes da cadeia oc A do elefante (De Jong et al,, 1977) sdo mostrados acima da segiiéncia bovina e as 18 dife-
rencas agora encontradas na cadeia oc A do peixe-boi sdo mostradas abaixo dessa seqiiéncia. Sdo indicados os
peptideos tripsinicos (“triptic”) (¢~ ) e termiliticos [« ----- -»), 0s quais podem ser isolados da cadeia oc A
de peixe-boi e que foram usados para deduzir a seqiiéncia proposta. Nenhum peptideo correspondente as posicoes
40-49 e 77-78 pode ser isolado da cadeia oc A do peixe-boi; essas posicdes s@o, contudo, idénticas a segiiéncia
bovina, em todas as espécies de mamiferos estudadas. As posicdes de um ndmero de “residuos” foram determi-
nadas pela degradagéo quimica seqiiencial dos peptideos, e assim chamada degradacao de Edman (——). A maio-
ria dos outros “residuos” estdo ordenados, assumindo-se a hemologia seqiiencial dos peptideos bovinos e do ele-
fante. A substituicdo Ser = Asn ocorreu na posigdo 172 ou 173.
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SEMELHANCA DA CADEIA oc A DO PEIXE-BOI cadeias oc A de outros mamiferos estudados,

COM AS DO “HYRAX" E DO ELEFANTE como mostra a Tabela 1, facilmente revela
que, de fato, as cadeias oc A do peixe-boi,
Verificou-se que a seqiéncia oc A do pei- “hyrax" e elefante compartilharam de um cer-
xe-boi compartilha de todas as dez substitui- to nimero de substituiches Unicas. Parece
coes que distinguem a cadeia oc A do elefan- que as substituicbes 70 Lys — Gin, 72 Val —
te da do foi (Figura 1). A cadeia oc A do peixe- Leu, 74 Phe — Leu e 142 Ser —. Cys s#@o carac-
boi diferiu em 8 posicoes da cadeia oc A do teristicas para as seqiiéncias oc A de Paenun-
elefante; uma delas, 72-Leu, é encontrada so- gulata, embora as duas (ltimas seqiiéncias
mente na cadeia oc A do “hyrax". As posicoes também ocorram como substituicbes indepen-
des 5 substituicoes que aparecem unicamente dentes e paralelas no tamandué e no homem,
na cadeia oc A do peixe-boi foram deduzidas respectivamente.

da especificidade da separagéo enzimatica
(126-Lys, 167-Ala), da diferenga em composi-
¢do com o peptideo (19-His, 20-Asn) homélogo
do elefante, ou nao puderam ser estabelecidas
com certeza (172 ou 173-Asn).

A seqiiéncia oc A do peixe-boi pode ser
conectada & arvore de cadeias oc A de 17 ma-
miferos, anteriormente publicada, como mos-
tra a Figura 2. Essa drvore ainda ndo contém
as seqiiéncias mais recentemente analisadas,

A comparacdo da seqiiéncia oc A proposta das preguicas, do tamandua e do pangolim,
para o peixe-boi com o conjunto de dados das que estdo incluidas na Tabela 1. A construcéo
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TABELA | — Resumo das posicdes filogeneticamente informativas das seqiiéncias oc A de mamiferos, isto &, posi

goes cujas substituicdes ocorrem em, pelo menos, duas espécies investigadas. Os nomes completos das espécies

podem ser encontrados em De Jong et al, 1977 e 1981. As linhas verticais indicam onde os radicais s#o idénti-

cos & seqliéncia mais alta. O ramo Paenungulata é determinado pelas substituigbes nas posi¢des indicadas por se-

tas (?J‘ A notacdo de uma s6 letra, para aminodcidos, foi utilizada A=Ala; C=Cys; D=Asp; E=Glu; F=Phe;

G=Gly; H=His; I=lle; K=Lys; L=Leu; M=Met; N=Asn; P=Pro; Q=GIn; R=Arg; S=Ser; T=Thr; V=Val;
Y=Tyr; (—) indica anulagdo.
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das arvores filogenéticas desse conjunto de
seqliéncias oc A por computador, sera apresen-
tada em outra publicagdo (De Jong et. al.,
1981). Pode mencionar-se também que essa
analise confirma a origem monofilética das or-
dens Hyracoidea, Sirenia e Proboscidea e situa
os Edentata como o mais velho ramo da linha
principal dos Eutheria, seguidos pelos Paenun-
gulata como o ramo seguinte.

A arvore apresentada, na Figura 2, repre-
senta os elefantes como serndo o primeiro ra-

mo dos Paenungulata, sugerindo uma relagéo
mais préxima entre o “hyrax" e o peixe-boi.
Isso se deve a presencga de 72-Leu na cadeia
oc A do “hyrax” e do peixe-boi mas ndo na do
elefante. Hé algumas indicacdes morfoldgicas
de que, na realidade, o peixe-boi estd mais
proximamente relacionado aos elefantes do
que aos “hyraxes" (McKenna, 1975). Se isso
for verdade, deve-se admitir uma substituicdo
retrégrada de 72 Leu — Val na cadeia oc A do
elefante, ou duas substituicées paralelas 72
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Fig. 2 — Arvore filogenética das cadeias do o cristalina A. A seqiiéncia oc A do peixe-boi foi adicionada em

base dos dados fornecidos na Tabela |, 3 arvore anteriormente publicada (De Jong et al., 1977). Essa éarvore foi

construida, através do uso de computador a partir das diferencas entre seqiiéncias de cadeias oc A de mami-

feros, minimizando o nimero de substituicbes necessérias & sua evolugdo. Todos os outros padries da ramificagdo

entre as cadeias oc A dos mamiferos poderdo requerer mais substituicbes do que as adotadas nessa drvore. Os

comprimentos dos ramos estdo expressos nas substituiges; os valores fracionais aparecem onde ha ddvida, como

para o radical do ancestral no n6. Os tempos de divergéncia (em milhdes de anos) s@o estimados com base em
dados paleontolégicos.
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Val s Leu no “hyrax” e no peixe-boi, para con-
sequentemente, mudar o padrdo de ramifica-
céo do Paenungulata mostrada na Figura 2.
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SUMMARY

The phylogenetic relationship between the mem-
bers of the super-order Paenungulata, the manatees,
elephants and hyraces were investigated using amino
acid sequence analysis of the oc A crystallin of the
eye lenses of these animals. The analysis confirms
the monophyletic origin of the orders Hyracoidea, Si-
renia and Proboscidea and places the edentates as the
oldest offshoot from the main eutherian stem, followed
by the Paenungulates as the next branch. The results
suggest that the manatee may be closer to the hyrax
than to the elephant due to the presence of 72-Leu in
the hyrax and the manatee but not in the elephant.
Morphological evidence would indicate a closer relation-
ship between the elephant and the manatee which, if
true, would require a back-substitution of 72 Leu = Val
in the elephant oc A chain or two parallel substitutions
72 Val = Leu in the hyrax and manatee.
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