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Resumo

O MHC (Major Histocompatibility Complex) é um sistema genético
importante para a manutencido de espécies ameacadas, uma vez que baixa
variabilidade para locos MHC tem sido associada a uma menor capacidade de
resposta a doencgas e diminuicdo do sucesso reprodutivo. Deste modo, pesquisas
sobre a variabilidade genética do MHC tém demonstrado ser bastante informativas
em estudos populacionais voltados para aspectos referentes a conservagao. No
presente trabalho foi investigada a variabilidade genética do MHC para trés
espécies de mamiferos marinhos (toninha, baleia franca austral e lobo marinho
sul-americano) do sul do Brasil, com intensa mortalidade provocada por atividades
humanas atuais ou passadas. As amostras foram coletadas de animais mortos
encalhados na costa, de animais capturados acidentalmente por barcos
pesqueiros, e também através de um sistema de bidpsia. A regido variavel do
exon 2 do gene DQB do MHC foi amplificada por PCR (Polymerase Chain
Reaction) em 109 amostras de toninhas (Rio de Janeiro n=32, Rio Grande do Sul
n=52, Argentina n=25), 35 amostras de lobo marinho sul-americano e 30 amostras
de baleia franca austral, utilizando-se um par de primers heterologos. O fragmento
resultante de 172 pares de bases foi analisado quanto ao polimorfismo de
sequéncia através da técnica de SSCP (Polimorfismo de Conformacao de Fita
Simples) em todas as amostras de toninha e de lobo marinho sul-americano e 14
amostras de baleia franca austral. Dificuldades associadas a amplificacao
resultaram em padrdes de SSCP pouco informativos para as amostras de lobo
marinho sul-americano e baleia franca austral. Todas as amostras de toninha
apresentaram um padrao de pelo menos 4 bandas por individuo. As 4 bandas de
um unico individuo do Rio Grande do Sul foram sequenciadas, tendo sido possivel
verificar que 2 sequéncias relacionadas ao genes DQB estdo sendo amplificadas
com estes primers. Pelas analises de SSCP foi possivel detectar auséncia de
variabilidade para as amostras de toninha provenientes do Rio de Janeiro e
diferencia-las da populagdo da Argentina, que é polimorfica. A populagdo do Rio

Grande do Sul parece apresentar niveis intermediarios de variacdo em relagao
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aos extremos da distribuicdo da espécie. Analisando as trés populacdes
amostradas, conclui-se que a espécie apresenta baixos niveis de variabilidade

para o loco DQB, a exemplo do que é reportado para os genes de MHC de outros
mamiferos marinhos.
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Abstract

The Major Histocompatibility Complex (MHC) is a important genetic system for the
endurance of endangered species, since a low genetic variability in MHC locus has
been associated to a diminished response to diseases and low reproductive
success. In this manner, researches on the MHC variability have produced
important results in population genetic studies, mainly those related with
conservation problems. At present project the genetic variability of the MHC in
three marine mammal species (the franciscana dolphin, the southern right whale
and the south american fur seal) with a current or historical intense human-induced
mortality was investigated. The samples were achievede from dead animals
stranded in the beach, animals incidentally caught by fishing vessels, and also
through a biopsy system. The variable region of the exon 2 of the MHC DQB gene
was amplified by the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, from 109
samples of franciscana (Rio de Janeiro n=32, Rio Grande do Sul n=52, Argentina
n=25), 35 samples of south american fur seal and 30 samples of southern right
whale. The polymorphism of the resulting fragment of 172 base pairs was analyzed
using the SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) technique. The
difficults associated at amplification resulted in few informative SSCP patterns to
southern right whale and south american fur seal samples. All the franciscana
samples showed the pattern of at least four bands per individual. The four bands
from one sample of Rio Grande do Sul were sequenced, allowed us to find out that
two sequences related to DQB gene are been amplified whit primers used in this
survey. Low levels of variability was detected by SSCP to franciscana samples
from Rio de Janeiro, being possible to distinguish them of the population from
Argentina, which is polymorphic. The levels of variation to DQB genes in the three
population analized are low, according to the variation reported to MHC genes in

others marine mammals.
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1.Introducgao

1.1 O Complexo Principal de Histocompatibilidade

A origem da imunologia como ciéncia esta freqientemente associada ao
sucesso obtido por Edward Jenner, no final do século XVIIl, em um experimento
com o qual foi possivel conferir protecdo contra a variola humana, uma doencga
com alta incidéncia neste periodo e frequentemente fatal (Janeway & Travers,
1997; Abbas et al., 2000). Este fisico inglés batizou esse processo de “vacinagao”,
termo adotado até os dias de hoje para descrever a inoculacdo de agentes
patolégicos modificados ou ndo, em individuos sadios a fim de garantir protegcéo
contra doencas. Entretanto, quando da realizacdo destes experimentos, Jenner
nada sabia acerca do agente etiolégico da variola ou mesmo do funcionamento do
sistema imune. Apenas no século XIX foi demonstrada, por Robert Koch, a
associacdao entre doencas infecciosas e presenca de microorganismos
patogénicos (Janeway & Travers, 1997).

Desde entdo, os processos imunologicos tém sido minuciosamente
estudados, e um entendimento geral relativo ao funcionamento do sistema imune,
leva em consideracdo a atuagcdo de células capazes de responder, de modos
diferentes, a substancias estranhas ao organismo. Dentre estas, os linfocitos
(linfécitos B e T) e seus produtos exercem o papel principal na resposta imune
adaptativa (Abbas et al., 2000).

Os linfocitos B sao capazes de reconhecer antigenos (substancias
estranhas) na sua forma nativa, através de seus receptores de superficie celular
(imunoglobulinas), e na fase efetora da resposta, secretar anticorpos. Entretanto,
os linfocitos T sé realizam o reconhecimento através de seus receptores (T Cell
Receptor) e, consequentemente, a indugcdo a uma resposta, quando os antigenos
Ihes sdo devidamente apresentados. A apresentacdo neste caso envolve
moléculas de superficie celular de células nucleadas (todas as células nucleadas

do organismo), especializadas ou ndo no processo de apresentagdo. No caso de



células especializadas, podem ser citadas as células dendriticas, células de
Langerhans, macrofagos e células B (Janeway & Travers, 1997; Abbas et al,
2000).

Essas moléculas, conhecidas como moléculas do MHC, séo codificadas por
genes do complexo principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility
Complex), e carregam para a superficie celular, peptideos processados no interior
da célula, provenientes da internalizagcdo de antigenos (antigenos exdgenos) ou
de antigenos produzidos dentro da célula hospedeira (antigenos enddégenos). A
natureza e as vias de processamento dos antigenos (citosélica ou vesicular)
definem a que classe de moléculas os mesmos serao ligados (classe | ou classe
II). Antigenos enddgenos e peptideos proprios sdo processados no citosol por um
grande complexo de proteases antes de serem transportados para o reticulo
endoplasmatico (Janeway & Travers, 1997), onde se da a ligagdo dos peptideos
antigénicos a molécula de MHC classe |. Antigenos exdgenos sao internalizados e
processados em vesiculas endossomais e lisossomais, adquirindo propriedades
estruturais que tornam os peptideos antigénicos resultantes deste processo aptos
a ligarem-se a fenda peptidica da molécula de MHC classe Il (Abbas et al., 2000).

A regiao dos genes de MHC em humanos (Human Leukocyte Antigen, HLA)
esta localizada no brago curto do cromossomo 6, sendo constituida de
aproximadamente 4 000 kilobases (Kb) de DNA, com pelo menos 82 genes
distribuidos em cerca de 2,5 unidades de mapa (Hedrick, 1994). A maioria dos
locos contidos nesta regido esta direta ou indiretamente envolvida na
apresentagcao de antigenos as células T e subsequente iniciagcdo da resposta
imunoldgica. Das trés principais classes de genes que compdem esta regiéo,
apenas os genes de classe lll ndo estdo associados a fungdes classicas de
apresentacao. A regiao dos genes de MHC classe | contém locos que codificam as
moléculas classicas de MHC classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) enquanto que a
regidao de classe Il inclui locos que codificam moléculas importantes para os
mecanismos de processamento (TAP1, TAP2, LMP2, LMP7 e DM) além das
classicas de classe Il: HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR (Harding, 1997). A

organizacao destes genes pode ser vista na Figura 1.
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Figura 1. Representagao dos genes de MHC classe Il em humanos (modificado de Janeway &
Travers, 1997)
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Figura 2. Representagdo da molécula de MHC classe Il. Diagrama esquematico das diferentes
por¢des da molécula de MHC (a esquerda). No detalhe o Peptide Binding Region (PBR), sitio de

ligagdo do peptideo antigénico. A direita, porgéo extracelular da molécula HLA-DR1. (Modificado
de Abbas et al., 2000).



Os genes MHC classe | e MHC classe |l codificam dois grupos de proteinas
homodlogas mas estruturalmente distintas, sendo os genes mais altamente
polimoérficos do genoma de humanos, camundongos e de um grande numeros de
especies de vertebrados analisadas (Abbas et al., 2000).

As moléculas de MHC classe | maduras sdo compostas por uma unica
cadeia transmembrana, denominada cadeia alfa (o), ligada ndo covalentemente a
B2-microglobulina, que é codificada fora da regido do MHC. As moléculas de MHC
classe Il entretanto, sdo heterodimeros formados por duas cadeias
transmembrana, as cadeias alfa (o) e beta (), que do mesmo modo que as
moléculas de MHC classe |, sdo estabilizadas com a ligagdo do peptideo
antigénico (Harding, 1997). No presente trabalho, as denominacgbes alfa e beta
serao representadas pelas letras A e B, respectivamente. As moléculas classe |l e,
especificamente a cadeia beta, sdo o alvo deste estudo e encontram-se
representadas na Figura 2.

Credita-se a essas glicoproteinas de superficie celular, um papel chave na
iniciacdo da resposta imune. A eficiéncia de toda a resposta depende da
apresentacdo de peptideos antigénicos as ceélulas T, pois a partir desta
apresentacao, as células Ty (helper) sinalizam as células B, que passam entdo a
fase efetora da resposta. Sem esta sinalizacdo nao € possivel dar continuidade a
cascata de eventos que culminardo na eliminagdo dos patégenos pelo sistema
imune. Varios trabalhos apontam as moléculas do MHC como o centro da
resposta imune adaptativa de mamiferos, passaros e provavelmente todos os
vertebrados (Ohta, 1991; Slade, 1992; Page & Holmes, 1998).



1.2 MHC e Polimorfismo

Os genes do MHC sao reconhecidamente um sistema genético altamente
polimérfico. O elevado grau de polimorfismo, caracterizado pela longa persisténcia
de algumas linhagens alélicas e grande numero de diferengas de nucleotideos
entre alelos, foi confirmado em humanos, camundongos e outros vertebrados
(Huges & Nei, 1989; Satta et al.,1994). As analises dos produtos destes genes
demonstram que a variabilidade parece restringir-se a porgdo N-terminal da
molécula, onde o peptideo antigénico é ancorado. Nesta por¢ao, os residuos mais
altamente polimérficos s&o encontrados no PBR (Peptide Binding Region), sitio de
ligacao codificado por parte do exon 2 dos genes A e B de classe Il (que codificam
as cadeias alfa e beta, respectivamente) e por parte dos exons 2 e 3 dos genes
que codificam a cadeia alfa das moléculas de classe | (Figura 2).

A origem e principalmente a manutencdo deste polimorfismo tem sido
motivo de grande interesse e controvérsia. Varios modelos tém sido propostos
para explicar o alto grau de polimorfismo. Analises da variagdo em sequéncias de
DNA, variagdo de aminoacidos, frequéncias alélicas e genotipicas e a persisténcia
de algumas linhagens alélicas fornecem fortes evidéncias sobre o papel da
selecéo balanceadora na manutengao da variagdo do MHC (Murray, 1997).

Acredita-se que uma das formas de sele¢ao balanceadora, a vantagem ao
heterozigoto (overdominance), permitiria uma maior capacidade de resposta frente
a enorme diversidade de patdégenos e estratégias desenvolvidas por estes para
evadir o sistema imune. As evidéncias que sustentam este modelo baseiam-se na
variacao detectada na regido que codifica o PBR através da relacdo das taxas de
substituicdo de nucleotideos ndo sinbnima e sinbnima. Alguns trabalhos
importantes estabelecem uma prevaléncia da taxa de substituicdo de nucleotideos
nao sinbnima sobre a sinbnima nesta regido, tanto para moléculas de classe |

quanto para as de classe Il (Huges & Nei, 1988; 1989), o que representaria um



aspecto importante da manuteng¢ao do alto nivel de polimorfismo descrito para
estes genes (Satta et al., 1994).

Outra forma de selecdo balanceadora, a selecdo dependente de
frequéncia, também ¢é apontada como provavel explicacdo. Neste modelo,
assume-se que o surgimento de uma variante alélica de MHC traria vantagens a
seus portadores, uma vez que os parasitas nao teriam tempo suficiente de evoluir
a habilidade de evadi-la. O aumento da frequéncia desta variante € proporcional a
diminuicdo da vantagem conferida por ela (Page & Holmes, 1998).

Taxas mais elevadas de mutagao, sugeridas como fontes de variagao, tém
sido descartadas por alguns autores, uma vez que diferengas mutacionais entre
genes de MHC humano e murino ndo s&o particularmente altas quando
comparadas com outros genes destas mesmas espécies (Huges & Nei, 1988).

Alguns modelos de selecdo propostos baseiam-se em mecanismos
reprodutivos, como o de incompatibilidade materno-fetal em mamiferos, cuja
semelhanca entre o sistema HLA da mae e do feto tem sido associada a abortos
espontédneos como uma forma de manter a variabilidade destes locos (Hedrick &
Thomsom, 1988; Hedrick, 1994).Todavia, a maioria dos modelos baseiam-se em
mecanismos relacionados a parasitas. Um exemplo do papel que os parasitas
podem exercer na manutencgao da diversidade dos genes do MHC foi apresentado
no trabalho de Paterson et al.(1998). Neste trabalho, os autores mostraram a
associacao entre a variacdo no MHC e diferengas na resisténcia a nematdédeos
intestinais e sobrevivéncia em faixas etarias suscetiveis, em uma populagcéo de
ungulados (Ovies aries L.). Ainda, Hill et al, (1991) demonstraram que
determinados alelos do sistema HLA (de classe | e Il) estdo associados a menor
suscetibilidade a malaria observada em popula¢des humanas do Oeste Africano, e
que a selegao dirigida pela doenca tem contribuido para a elevada frequéncia

destes alelos nessa regidao, em comparagao com outras regides africanas.



1.3 Os genes DQB (DQ beta), mamiferos marinhos e um pouco sobre

conservagao.

Grande parte do conhecimento adquirido sobre a estrutura, funcionalidade,
variabilidade e evolugdo dos genes do MHC advém de estudos voltados a
populagdes humanas, dada a sua importancia nos processos imunolégicos e a
relativa facilidade em monitora-las. O conhecimento sobre esses genes em outras
especies de vertebrados, tem aumentado nesta ultima década, mas ainda de
maneira incipiente.

Para avaliar o nivel da variabilidade das moléculas de MHC nas trés espécies
de mamiferos marinhos propostas no presente trabalho selecionou-se o loco DQ.
Em humanos, a regido HLA-DQ é constituida de um par de genes funcionais e
diretamente envolvidos na apresentacdo de antigenos (DQA1 e DQB1), um par
nao funcional, mas com regides codificadoras intactas (DQA2 e DQB2) e o
pseudogene DQB3 (Pavlovic, 1998).

O exon 2 dos genes DQB1, que codifica parte do dominio 1 da cadeia beta das
moléculas de classe Il que inclui o PBR, tém sido selecionado para um grande
numero de analises, levando em consideracéo o alto grau de polimorfismo descrito
para primatas e uma variedade de outras espécies terrestres (Hoezel et al., 1999).
Virtualmente, todo o polimorfismo de sequéncia de nucleotideos dos genes de
classe | e Il esta localizado no exon que codifica a por¢cdo da molécula que se liga
ao antigeno (exon 2), sendo que para os trés locos de classe Il, o polimorfismo é
significativamente mais alto para o exon 2 das cadeias beta (Gyllensten et
al.,1990; Janeway & Travers, 1997).

Em humanos, estdo descritos pelo menos 25 alelos para o gene DQB1
(Janeway & Travers, 1997), e muitas das espécies de mamiferos analisadas,
principalmente primatas, ungulados e roedores apresentam altos niveis de

polimorfismo para este e demais locos do MHC (Murray, 1997). Entretanto, os



niveis de polimorfismo mostraram-se variaveis em analises comparativas entre
diferentes espécies de vertebrados .

Um exemplo desta variagdo diz respeito ao loco DR. Nizetic’ et al. (1987)
reportaram a auséncia deste loco em uma espécie de roedor (Spalax ehrenbergi),
tendo sido sugerida uma provavel transferéncia de funcdo entre os genes de
classe Il, e importancia reduzida deste loco para a espécie. Investigagdes do gene
DRB em uma espécie de lobo que chegou a ser considerada extinta, o lobo
mexicano (Canis lupus), identificaram cinco alelos entre os trés grupos de animais
amostrados, cujo histérico demonstra que apenas 7 individuos contribuiram para a
sua formacgao (Hedrick et al., 2000). E em humanos, cerca de 100 alelos foram
identificados em populagdes caucasianas (Janeway & Travers, 1997).

Andlises referentes aos genes DQB também demonstram variagdo em relagéo
ao numero de alelos identificados nas espécies estudadas. Murray (1997)
identificou nove alelos para a baleia franca do norte (Eubalaena australis), cinco
alelos para beluga (Delphinaterus leucas) e um alelo para o narval (Monodon
monoceros). Em recente trabalho, Hoelzel et al. (1999) identificaram oito alelos
para o elefante marinho do sul (Mirounga leonina) e apenas dois alelos para
elefante marinho do norte (Mirounga angustirostris).

Ao analisar comparativamente a variagao total do MHC, alguns fatores devem
ser levados em consideragdo, como a historia evolutiva de cada grupo em
questdo, o grau de relacionamento entre as espécies em comparagdo (mais ou
menos préximas) e os niveis de variagdo observados para varios locos de MHC
em uma mesma espécie (Murray, 1997).

A despeito da grande variagdo descrita para diferentes espécies, em relagao a
mamiferos marinhos verificou-se a ocorréncia de niveis de polimorfismos mais
baixos, comparativamente a mamiferos terrestres. Diferentes autores encontraram
niveis de polimorfismo significativamente baixos para os locos do MHC (classe | e
[I) em mamiferos marinhos (Trowsdale et al., 1989; Murray et al., 1995; Slade,
1992; Hoezel et al., 1999). Uma das hipoteses para explicar essa diferengca em
relacdo a mamiferos terrestres diz respeito ao habitat. Acredita-se que o ambiente

marinho possua caracteristicas que implicariam em uma gama menor de



patdgenos, o que configuraria em um habitat mais estavel. Em seu trabalho, Slade
(1992) aponta a diluicdo de secregdes corporeas no meio marinho, um fator
limitante a transmissao potencial de patdégenos, como sendo um dentre varios
argumentos a favor da estabilidade deste meio em tratrando-se de vetores de
doencas.

Yukhi & O’Brien (1990) sugerem que variagbes no MHC de mamiferos
permitem considerag¢des sobre o historico geral destas populagdes, uma vez que a
baixa variabiliade detectada para algumas espécies seria um reflexo de processos
como contracdo demografica e endocruzamento. As espécies de felinos
analisadas pelos autores, cuja uniformidade genética foi detectada para os genes
de MHC classe |, demonstram um alto grau de mortalidade juvenil,
espermatozoides anormais e aumentada suscetibilidade a determinados agentes
patoldgicos, efeitos fisiologicos deletérios gerados por endocruzamento.

A baixa variabilidade do MHC descrita para mamiferos marinhos, pode ser,
portanto, considerada como um indicativo importante da histéria natural destas
populagdes, refletindo eventos de perda de variabilidade genética em algum
momento de sua histéria evolutiva, sendo util na orientagdo de planos de manejo
para espécies ameacadas.

Niveis de variabilidade mais baixos do MHC tém sido freqlientemente
associados a um aumento da suscetibilidade a doencas e diminuicdo do sucesso
reprodutivo. Alguns casos de auséncia ou de baixa variabilidade para
determinados locos de MHC, e ineficiéncia de resposta em episédios de
deflagracao de doencas sao reportados em O’Brien et al., (1986) Yukhi & O,’Brien,
(1990) e Hedrick et al.,(2000). Em tratando-se de espécies ameacadas, é
necessario avaliar cuidadosamente os niveis de variabilidade genética, destinando
atengao especial a sistemas importantes para a manutengao das espécies, como
tem sido sugerido para os genes do MHC.

O desenvolvimento da biologia molecular, e sua aplicagdo em conjunto a
dados fisiolégicos, ecoldgicos e etologicos, tem provado ser fundamental para
elucidar questdes relativas a variabilidade genética, como um instrumento efetivo

para a problematica da conservagao de espécies ameacadas (O’'Brien, 1994).



1.4 Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

A metodologia de SSCP €& uma técnica simples e bastante sensivel na
deteccdo de alteracbes em sequéncias de DNA, permitindo distinguir em gel de
eletroforese fragmentos de DNA de tamanho muito semelhante, mas que difiram
em um ou mais nucleotideos (Orita et al, 1986; Lessa & Applebaum, 1993). Esta
técnica € baseada na mobilidade eletroforética das fitas simples de DNA em gel de
poliacrilamida nao desnaturante, ndao dependendo apenas do tamanho destas,
mas também de suas sequéncias (Bannai et al., 1994). As fitas simples de DNA
obtidas a partir da desnaturagdo por aquecimento dos produtos de PCR
previamente amplificados com primers de interesse, dobram-se sobre si mesmas
quando submetidas a rapido resfriamento. A conformacdo destas estruturas
secundarias depende da sequéncia de nucleotideos que compdem as fitas
simples, sendo que individuos que apresentem sequiéncias diferentes podem ser
facilmente identificados em gel por seus distintos padrbes de corrida.

Para maximizar a sensibilidade deste método de detecgao, a otimizacdo das
condigdes de eletroforese € necessaria. Reifel-Miller et.al, (1996) corroboraram a
eficiéncia da técnica e sua alta sensibilidade em um teste onde foram utilizados
pares de primers com e sem modificacdes de apenas um nucleotideo em suas
sequéncias, tendo sido possivel identificar diferentes padrbes de bandas com
muita precisao.

Esta metodologia tem sido bastante empregada em estudos envolvendo os
genes do MHC. A relativa facilidade desta técnica e a rapidez na obtengédo dos
resultados através dela, permitiu que sua utilizagdo na genotipagem do sistema
HLA em humanos tenha sido adotada em medicina forense (Akiyama, et al.,
1994), e em procedimentos de rotina de tipagem de HLA (Carrington, et al.,1992;
Hayashi, et al., 1992; Bannai, et al., 1994). Além disso, tem sido requerida como
uma ferramenta eficiente na caracterizacdo e identificagdo da variabilidade de
populagdes naturais (Murray,1997;Pavlovic,1988; Hoelzel et al.,1999; Prendergast,
1999; Hedrick, et al.,2000a, Hedrick, et al.,2000b).
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1.5Apresentacao das Espécies

1.5.1 Toninha

A toninha ou franciscana, Pontoporia blainvillei (Gervais & D’Orbigny, 1844),
€ uma espécie de pequeno cetaceo cuja distribuicdo é restrita a regido costeira
central do Oceano Atlantico Sul Ocidental, ocorrendo na costa da Argentina,
Uruguai e Brasil. A toninha (Figura 3) possui um pequeno porte, apresentando um
comprimento maximo de 174,0 cm para fémeas e 158,0 para machos. A espécie
possui habito essencialmente costeiro, ocorrendo normalmente dentro de 25-30
milhas nauticas da costa, correspondendo a uma profundidade maxima de 30 m
(Pinedo et al., 1989).

Os registros tradicionais acerca da distribuicdo geografica desta espécie
estendem-se desde a localidade de Itainas (18°25’'S) norte do Espirito Santo,
Brasil (Moreira & Siciliano, 1991), até Golfo Nuevo (42°35’S, 64°48'W), na
Patagonia Argentina (Crespo et al., 1998). Entretanto, diferentes autores propéem
que a distribuicdo da espécie se da de forma descontinua. (Figura 4)

O primeiro trabalho que demonstrou haver diferengas entre o norte e o sul
da distribuicdo da espécie baseou-se em dados osteoldgicos e morfométricos para
apontar duas formas geograficas para a toninha: uma de tamanho menor
distribuindo-se do Estado de Santa Catarina até o Espirito Santo e outra de

tamanho maior, do Rio Grande do Sul até a Argentina (Pinedo, 1991).
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Figura 3. Toninha ou Franciscana, Pontoporia blainvillei.
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Figura 4. Mapa da distribuicdo de Pontoporia blainvillei e localidades de amostragem
(modificado do Report of Fourth Workshop for the Coordinated Research and Conservation of the
Franciscana Dolphin (Pontoporia blainvillei) in the Western South Atlantic, sob autorizagdo dos
autores) .
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Secchi et al. (1998) conduziram a primeira andlise genética sobre a
especie, investigando a regiao controladora do DNA mitocondrial de amostras das
duas formas geograficas sugeridas por Pinedo (1991). Ndo foi observado o
compartilhamento de haplétipos entre as amostras do Rio de Janeiro (forma norte)
e do Rio Grande do Sul (forma sul).

Trabalhos adicionais realizados para identificagdo da estrutura populacional
através da analise de DNA mitocondrial (Hamilton et al., 2000; Lazaro & Lessa,
2000) estdo em concordancia com a existéncia de pelo menos duas populagdes
ao longo da distribuigcdo de toninha: uma ao norte (Rio de Janeiro) e outra ao sul
(Rio Grande do Sul, Uruguai e Argentina). Adicionalmente, analises de freqiéncia
haplotipica em conjunto com um grande numero de dados sobre ecologia
alimentar, parasitismo, dindmica e caracteristicas de pesca e captura acidental,
entre outros, sugerem para fins de manejo, o agrupamento das popula¢ées do Rio
Grande do Sul e Uruguai em uma populagao distinta da Argentina (Secchi et al.,
2000).

Além disso, Siciliano et al. (2000) registraram falhas na distribuicdo da
espécie no sudeste do Brasil. A analise dos dados obtidos através de diferentes
metodologias de observagdo (de um ponto fixo da costa e em embarcacdes),
através de pesquisa sobre material tombado em cole¢gdes zooldgicas da regiao e
pela compilagcado das informacdes fornecidas por pescadores, demonstra auséncia
de registro da espécie em determinadas regides, os chamados “hiatos” da
distribuicdo (Figura 4). As razbes determinantes para a ocorréncia destes hiatos
nao sdo bem claras, mas os autores consideram como provaveis fatores limitantes
a distribuicdo de toninha as diferencgas relativas a transparéncia da agua (uma vez
que a espécie tem preferéncia por aguas mais turbidas), uma maior oscilagdo de
temperatura, cuja estabilidade é fator de grande importancia para a distribuicdo de
espécies marinhas, e a predacao potencial associada a baixa turbidez das aguas
da regido.

A preferéncia por um habitat marinho costeiro tem colocado em risco a
conservagao da espécie em decorréncia da vulnerabilidade deste ecossistema a

degradacao ambiental. Uma alta mortalidade tem sido registrada para a espécie, e
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dentre os fatores que ameacam a conservacado da toninha, certamente o mais
sério € a captura acidental em redes de pesca comerciais, que ocorrem ao longo
de toda a sua area de distribuicdo geografica (Praderi et al., 1989; Secchi et al.,
1997; Ott, 1998). Devido a esta mortalidade, a toninha vem sendo considerada a
espécie de pequeno cetaceo mais ameagada em todo Atlantico Sul Ocidental.

A toninha esta incluida na categoria “insuficientemente conhecida” na lista
de espécie de cetaceos da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e
dos Recursos Naturais (IUCN, 1991), embora Perrin et al,. (1989) tenham
recomendado que ela seja classificada como “vulneravel’. Reforgando a
necessidade de reformulacdo da classificacao prévia, Secchi (1999) recomenda
que a toninha seja classificada como “ameacada”, mas até o ano de 2000 a
classificagdo nao havia sido reformulada (IUCN, 2000).

Secchi et al., (2000) recomendam a continuidade de estudos que
contribuam para a identificacdo de estoques desta espécie, dada a urgéncia em

estabelecer planos de manejo para a toninha.
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1.5.2 Baleia Franca Austral

A baleia franca austral, Eubalaena australis (Desmoilins, 1822), esta entre
as maiores espécies de cetaceos existentes (Figura 5). Os individuos adultos
podem atingir entre 13,5 a 17 m de comprimento e pesar aproximadamente 55
toneladas. A espécie distribui-se em todos os oceanos do Hemisfério Sul (Figura
6), apresentando um padrao de migragao sazonal caracteristico entre as areas de
alimentacdo, localizadas em altas latitudes durante o verdo, e as areas
reprodutivas, localizadas em baixas latitudes durante o inverno (IWC, 1986).
Atualmente, no Brasil, a area de concentragdo principal para reproducido esta
limitada a costa do Rio Grande do Sul, Parana e, principalmente, Santa Catarina
(IBAMA, 1997).

A baleia franca austral foi a primeira espécie de baleia cagada
comercialmente, com um “status” populacional mundial anterior a exploragao
calculado entre 100 000 e 300 000 animais, sofrendo intensa exploragdo nos
séculos XVII, XVIII, XIX e primeiras décadas do século XX (Lichter, 1992). Apenas
na costa brasileira, entre o periodo de 1770 e 1950, estima-se que cerca de 15
000 animais tenham sido capturados.

Entre 1950 e 1973, mesmo estando protegida internacionalmente desde
1935 pela Convencgéo Internacional para a Regulamentagdo da Caga a Baleia, da
qual o Brasil foi signatario, foi registrada a captura de 350 animais (Campagna &
Lichter, 1996).

As estimativas mais recentes de tamanho populacional da espécie sugerem
que existem entre 6 000 e 7 000 individuos no Hemisfério Sul, dos quais
aproximadamente 3 000 no Atlantico Sul Ocidental, o que corresponderia a
aproximadamente 3,5% da populagao original.

Atualmente a espécie encontra-se incluida na categoria “baixo risco
dependente de conservagao” da lista de espécies de cetaceos da Unido
Internacional para a Conservacado da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN,
2000).
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Figura 5. A Baleia Franca Austral, Eubalaena australis (modificado de Campagna &
Lichter,1996).
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Figura 6. Mapa da distribuicdo de Eubalaena australis e localidades de amostragem. Os
circulos representam areas de distribuicdo da espécie (modificado de Cummings, 1985). Em

destaque a area de amostragem (litoral de Santa Catarina, Brasil).

16



1.5.2 Lobo marinho sul-americano

O lobo marinho sul-americano (Figura 7), Arctocephalus australis
(Zimmermann, 1783), € uma espécie de pinipede que se distribui amplamente na
costa da América do Sul (Figura 8), com suas coldnias reprodutivas estendendo-
se do Uruguai até a Terra do Fogo no Atlantico, e do sul do Chile até o Peru no
Pacifico (Bonner, 1994). Apesar de nao haver col6nias reprodutivas no Brasil, um
grande numero de lobos marinhos sul-americanos ocorre na costa do Rio Grande
do Sul, preferencialmente nos meses de inverno e primavera, devido a dispersao
pos-reprodutiva natural da espécie (Oliveira, 1999). A estrutura social das colbnias
reprodutivas é caracterizada pela formacéo de haréns, onde cada macho copula
com varias fémeas numa mesma estagao reprodutiva.

Os machos podem medir até 200 cm de comprimento e atingir 140 kg,
enquanto as fémeas podem medir até 150 cm de comprimento e pesar
aproximadamente 50 kg (Bonner, 1994).

Os registros de caca desta espécie sdo datados a partir dos séculos XVIII,
XIX e boa parte do século XX (Massola & Cheber, 1993). Esta espécie foi quase
exterminada no século passado por cagadores interessados principalmente na sua
pelagem, que possui um alto valor comercial, comparativamente a outras espécies
de pinipedes (Lichter, 1992).

Atualmente, sabe-se que as populagdes de A. australis tém se recuperado,

mas os dados séo insuficientes para determinar o status atual da espécie.
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Figura 7. O Lobo Marinho Sul-Americano, Arctocephalus australis.
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Figura 8. Mapa da distribuicao e localidade de amostragem de lobo marinho sul- americano.
Representacdo esquematica das areas de ocorréncia de colénias reprodutivas. As linhas indicam
as colbnias, que no Atlantico estendem-se do Uruguai até a Terra do Fogo, e no Pacifico, do sul do
Chile até o Peru. Em destaque a area de amostragem (litoral norte do Rio Grande do Sul, sem
escala).
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2. Objetivos

O estudo da variagédo genética dos genes DQB em mamiferos marinhos, com
diferentes historicos relativos a redugdo do tamanho populacional e aos seus
status de conservagao, € importante para o entendimento de alguns pontos: 1)
uma vez que algumas moléculas do MHC s&o fundamentais para a montagem da
resposta imune, o estabelecimento do grau de polimorfismo dos genes do MHC
para estas espécies, podera auxiliar no entendimento acerca da vulnerabilidade
das populagdes destes animais a exposi¢cao de patégenos no seu habitat ; 2) a
informagéo acerca da variabilidade genética destas populagdes pode auxiliar na
compreensao do “status” de conservagao destas espécies ; 3) sendo os genes do
MHC um dos mais variaveis sistemas genéticos conhecidos, a comparagao da
variagao encontrada para os animais testados com a descrita para outros
mamiferos, ameagados ou n&o, permitira inferir sobre o grau de erosao genética
sofrida pelas populagdes de mamiferos marinhos ; 4) os dados sobre variabilidade
genética provenientes deste trabalho, em conjunto com os dados que se tem
sobre essas trés espécies podera auxiliar no entendimento da estrutura
populacional das mesmas, informacado fundamental para o estabelecimento de
unidades de manejo.

Considerando os pontos descritos acima, os objetivos principais deste
trabalho foram:

1. Quantificar a diversidade genética entre e dentro destas trés espécies,
utilizando a metodologia de PCR-SSCP para o exon 2 dos genes DQB do
sistema MHC, através da identificacdo de variantes alélicas em populacdes de
lobos marinhos, baleias francas e toninhas.

2. Comparar as estimativas de diversidade obtidas as encontradas para outros
organismos, cujas populagdes ndo estejam vulneraveis, e que habitem

ecossistemas com caracteristicas distintas.
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3. Material e Métodos

3.1 Coleta de Material

Foram obtidas amostras provenientes de trés regides da costa sul-
americana: Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Argentina. As amostras
provenientes do Rio Grande do Sul foram subdivididas quanto a distribuicdo em
litoral norte e litoral sul.

No litoral norte do Rio Grande do Sul as amostras de toninha, bem como as
de lobo marinho sul-americano, foram coletadas em monitoramentos sistematicos
pelo Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande do Sul (GEMARS).

No litoral sul, as amostras de toninha foram coletadas por pesquisadores do
Laboratério de Mamiferos Marinhos do Museu Oceanografico “ Eliézer de C. Rios”
de Rio Grande, RS.

As amostras de toninha do Rio de Janeiro foram coletadas por
pesquisadores do Laboratério de Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual
do Norte Fluminense (UENF), e as da Argentina, por pesquisadores do
Departamento de Ciencias Marinas da Universidad de Mar Del Plata.

As amostras de baleia franca austral foram coletadas no litoral de Santa
Catarina pelo bidlogo MsC. Paulo Ott e pesquisadores do projeto Baleia
Franca/IWC.

A distribuicao geogréfica das areas de coleta encontra-se representada nas
Figuras 4, 6 e 8.

Os procedimentos de coleta e os tecidos coletados foram distintos entre as
espécies. As amostras de toninha foram obtidas de animais mortos, encalhados
na praia ou capturados acidentalmente em redes de pesca. As amostras do Rio

Grande do Sul utilizadas neste trabalho foram coletadas no periodo de 1993 a
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2000, as do Rio de Janeiro de 1996 a 1999 e as da Argentinas, nos anos de
1997/98 e 2000.

Ja as amostras de lobo marinho sul-americano foram obtidas apenas de
animais mortos encalhados no litoral, entre 1998 e 2000. Ambas espécies tiveram
coletados para extragdao de DNA, musculo cardiaco e/ou esquelético e figado. Os
tecidos foram preservados em etanol absoluto e estocados & — 20°C. As amostras
de baleia franca austral foram obtidas nas estagdes reprodutivas dos anos de
1999 e 2000. Usou-se um sistema de bidpsia especifico, que utiliza dardos com
ponteiras proprias para a retirada de pequenas porgdes de pele e gordura. No
momento em que o animal emerge a superficie para respirar, os dardos sao
atirados na sua porcao dorsal, e posteriormente recuperados. O tecido coletado
para fins de extracdo de DNA (pele) foi preservado em DMSO e estocado a —
20°C.

3.2 Extracao de DNA

As extracbes de DNA de toninha e baleia franca austral seguiram o
protocolo descrito por Secchi et al., 1998. Foram processadas 109 amostras de
toninha (Rio de Janeiro n=32, Rio Grande do Sul n=52, Argentina n=25) e 30
amostras de baleia franca austral.

Para lobo marinho sul-americano (n=35) utilizou-se o protocolo modificado
de extragdo de DNA com NaCl (Medrano et al., 1990). Aproximadamente 20mg de
tecido de cada amostra foram lavados 3 vezes com 1ml de tampao STE (100mM
NaCl, 10mM Tris.HCI pH 8,0, 1mM EDTA pH 8,0). As amostras foram maceradas
individualmente com nitrogénio liquido em um recipiente estéril, transferidas para
tubos de 1,5ml e incubadas por 3 horas a 60°C em 550ul de tampéo de lise
(50mM Tris.HCI pH 8,0, 20mM EDTA pH 8,0, 1% SDS, 200mM NaCl, 1% pB-
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mercapto etanol). Adicionou-se 11ul de proteinase K (10mg/ml) no inicio da
incubacédo e novamente apds 1 hora e 30 minutos de reagdo. Centrifugou-se (10
minutos, 13 000rpm) aquelas amostras que nao foram totalmente lisadas e o
sobrenadante (aproximadamente 550ul) foi transferido para um novo tubo. Foram
adicionados ao sobrenadante 350ul de NaCl (5M), e apds agitagao vigorosa por
15 segundos, centrifugou-se o lisado por 30 minutos a 13 000rpm. O
sobrenadante foi entdo transferido para 2 novos tubos (aproximadamente 400yl
em cada) e adicionou-se etanol absoluto gelado equivalente a 2 vezes o volume
da solugcdo. As solugcdes foram misturadas por inversdo e deixou-se que o DNA
precipitasse por um periodo de aproximadamente 12 horas a 4°C. A precipitacdo
foi seguida de uma etapa de centrifugagao (30 minutos, 13 000rpm), uma etapa de
lavagem com 1ml de etanol 70% (5 minutos, 6 000rpm) e secagem a temperatura
ambiente. O DNA foi ressuspendido em volume proporcional ao tamanho do
precipitado (entre 20ul e 100ul) com tampéo TE (10mM Tris.HCI pH 8,0, 0.1mM
EDTA pH 8,0). A quantidade e a pureza das amostras foram estimadas por

espectrofotometria através da razdo Axso /Azso.

3.3 Primers

Para amplificar uma porgdo do exon 2 dos genes DQB de MHC classe I,
que codifica o PBR (Peptide Binding Region), foi selecionado um par de primers
descrito por Murray (1997) para Delphinapterus leucas (Beluga) e Monodon
monoceros (Narval). O par Senso/Beluga 5 (CAT GTG CTA CTT CAC CAA
CGG)3’ e Antisenso/Beluga 5 (CTG GTA GTT TCT GCA ACA)3’ amplifica um
fragmento de 172 pares de base. Outro par de primers, desenhados por Hoelzel et
al. (1999), que caracterizou polimorfismos em 4 espécies de pinipedes, Mirounga
leonina (Elefante Marinho do Sul), Mirounga angustirostris (Ledao Marinho do

Norte), Arctocephalus gazella (Lobo Marinho Antartico) e Arctocephalus fosteri
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(Lobo Marinho da Nova Zelandia), também foi testado. O Par Senso 5(TCG TGT
ACC AGT TTA AGG GC)3’ e Antisenso 5(ACG TCC TTC TGG CTG TTC CA)3
amplifica um fragmento de 142 pares de base. Ambos os pares de primers foram

elaborados com base em sequéncias descritas para os genes DQB de humanos.

3.4 As reagoes de PCR (Polymerase Chain Reaction)

As reagdes para amplificacdo do fragmento do exon 2 das trés espécies foram
feitas sob as mesmas condigbes (10mM Tris.HCI pH 8,3, 50mM KCI, 1,5mM
MgCl,, 0,2mM dNTP’s, 20pmdis de cada primer, 1,5 unidades de Taq DNA
Polimerase (CenBiot) e 50-200ng de DNA em um volume final de 50ul). Os
programas de PCR utilizados para controlar os ciclos de amplificacdo envolveram
um touchdown de temperaturas de anelamento de — 1°C a cada 2 ciclos nos
primeiros 20 ciclos. Para toninha e lobo marinho sul-americano usou-se um
programa comum intervalo de temperaturas de anelamento entre 55°C e 45°C
(Tabela 1). Para baleia franca austral, o intervalo de temperaturas de anelamento
foi de 60°C a 50°C (Tabela 1). O resultado das amplificacdes foi verificado em gel
de agarose 1,5% (Gibco BRL), 0,15ug/ml de brometo de etidio, diluido em tampéo
TEB (90mM Tris-borato, 2mM EDTA pH 8,0), sob radiagdo UV.

A fim de aumentar a especificidade da reacdo enzimatica para as amostras de
lobo marinho sul-americano e baleia franca austral, testou-se o sistema PCR
Enhancer (GIBCO BRL) utilizando os programas de PCR acima descritos, além de
um outro com intervalo de temperaturas de anelamento entre 65°C e 55°C (Tabela
1). Este sistema é composto por uma solu¢do denominada PCR Enhancer e
MgSQO4, que conferem termoestabilidade a polimerase envolvida na reagéo (Taq
DNA Polimerase), quando do aumento das temperaturas de anelamento nas

reagcdes de maior estringéncia. Para estes testes, descritos na Tabela 2,
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selecionou-se uma amostra de lobo marinho sul-americano e uma amostra de
baleia franca austral com base na boa amplificagdo demonstrada pelas mesmas
em reacgdes de PCR. Nos testes 1 e 2, diferentes concentra¢des da solucdo PCR
Enhancer (0,5, 1, 2, 2,5 e 3X) ou a auséncia desta foram testadas, sendo
mantidas as condi¢des originais das reag¢des de PCR. Nos testes 3 e 4, manteve-
se a concentragao de 2X da solugcdo PCR Enhancer, testando-se diferentes
intervalos de temperaturas de anelamento utilizando os programas TD 60-50 e TD
65-55 respectivamente. O teste 5 preservou as condicbes de temperatura de
anelamento de 65°C e 55°C e a concentragdo da solugdo de PCR Enhancer,
tendo sido alterada a quantidade de cada um dos primers para 10pmois. Para o
teste 6, diferentes concentragbes de MgSO, foram testadas (1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e
3,0mM) preservando a concentragdo da solugdo PCR Enhancer (2X), a
quantidade dos primers (20pmdis) e o programa de PCR (TD 60-50). Com o teste
7, utilizou-se um intervalo de temperaturas de anelamento entre 65°C e 55°C em
combinagao com aquelas concentragdes de MgSO,4 que apresentaram resultados
satisfatorios (2,0, 2,5 e 3,0mM).

Apds o estabelecimento das condigdes com o sistema PCR Enhancer, as 35
amostras de lobo marinho sul-americano foram amplificadas segundo as
condigcdes que haviam sido estabelecidas para a espécie (teste 5). Entretanto,
dada a ndo reprodutibilidade dos resultados para lobo marinho sul-americano
optou-se por ndo submeter as amostras de baleia franca austral a um novo

processo de amplificagao.

3.5SSCP

Para o estabelecimento das condigdes das analises de SSCP utilizou-se o
GeneGel SSCP Starter Kit (Amersham Pharmacia) no sistema de eletroforese
GenePhor (Amersham Pharmacia). O gel GeneGel Clean SSCP (Amersham
Pharmacia) foi testado junto a diferentes tampdes de corrida (GeneGel SSCP
buffer A pH 9.0, buffer B pH7.4 e buffer C pH 8.3) em diferentes condigbes de
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temperatura (5°C, 12°C e 20°C). Aproximadamente 40ng de produto de PCR de
cada amostra foi desnaturada a 100°C por 4 minutos em tamp3o de desnaturagao
(95% formamida, 0,025% azul de bromofenol , 0,025% xileno cianol), em uma
proporgao volume/volume, ndo ultrapassando um volume total de 8ul. Apos o
processo de desnaturacdo as amostras foram imediatamente colocadas no gelo
até o momento da aplicagdo no gel. As condi¢gdes estabelecidas para as
eletroforeses foram as mesmas para as analises de SSCP das trés espécies
(tampdo A, 12°C, duragdo de 1 hora e 50 minutos, 200V). O processo de
coloracéo dos geéis compreendeu: 1) uma etapa de desnaturagao do gel com acido
nitrico 1% por 4 minutos, 2) coloragdo com nitrato de prata (10mM AgNOs) por 20
minutos com agitacao, 3) revelagcdo com solugao de carbonato de sédio gelada
(280mM NazCO3 0,02% de formaldeido), trocando a solu¢ao pelo menos uma vez
quando da saturagdo da solugdo pelo nitrato de prata e do aparecimento da
bandas, 4) fixagcdo com &acido acético 10% por 5 minutos e 5) secagem com
solucao a 30% de metanol e 1% de glicerol. Nesta etapa o gel foi mergulhado na
solucao de secagem por aproximadamente 1 minuto, sendo retirado em seguida e
colocado no centro de uma placa de vidro. No mesmo recipiente onde foi colocado
o gel, mergulhou-se na solugdo de secagem um pedago de papel celofane
previamente cortado, cujas dimensbdes eram suficientes para cobrir toda a
superficie do gel e da placa, de modo que fosse possivel prendé-lo na placa de
vidro com garras de metal. Deve-se evitar a formacdo de bolhas de ar no
momento da colocagdo do papel celofane sobre a superficie do gel, tomando o
cuidado de coloca-lo sem dobras sobre o mesmo. O gel foi deixado secando a
temperatura ambiente por no minimo 12 horas. A solugédo de secagem pode ser
reaproveitada, tendo-se o cuidado de filtrar a mesma antes de uma nova
utilizacdo. Com excecao da etapa de revelagdo, onde a solugao é trocada pelo
menos uma vez sem que o gel seja lavado com agua, as demais etapas foram
intercaladas com etapas de duas lavagens com agua destilada. Todas as solugdes

foram preparadas com agua Mili-Q e filtradas.
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Tabela 1. Programas de PCR Touchdown utilizados para amplificagdo do exon 2 parcial dos
genes DQB MHC classe Il

Programas

TD 65-55 TD 60-50 TD55-45 Observagées
1 194°C |00:05:00 94°C |00:05:00 94°C |00:05:00
2 [65°C [00:01:00 60°C [00:01:00 55°C |00:01:00 Diminuir 1°C por ciclo
3 |72°C [00:01:00 72°C |00:01:00 72°C |00:01:00
4 194°C [00:01:00 94°C 100:01:00 94°C [00:01:00
5 [65°C [00:01:00 60°C [00:01:00 55°C [00:01:00 Diminuir 1°C por ciclo
6 [72°C [00:01:00 72°C |00:01:00 72°C |00:01:00
7 194°C 00:01:00 94°C [00:01:00 94°C [00:01:00
8 10 vezes para 2 10 vezes para 2 10 vezes para 2
9 [55°C [00:01:00 50°C [00:01:00 45°C [00:01:00
10 [72°C [00:01:00 72°C |00:01:00 72°C |00:01:00
11 194°C [00:01:00 94°C 100:01:00 94°C [00:01:00
12 20 vezes para 9 20 vezes para 9 20 vezes para 9
13 155°C |00:02:00 50°C |00:02:00 45°C 100:01:00
14 172°C [00:05:00 72°C |00:05:00 72°C [00:05:00
15 14°C  [00:00:00 4°C |00:00:00 4°C  |00:00:00

Tabela 2. Condigoes testadas para Arctocephalus australis e Eubalaena australis com o
sistema PCR Enhancer (Gibco BRL).

Experimentos® | Programa Concentragdo de | Quantidade de primers Diluicdo do PCR
MgSO, (em pmadis) Enhancer

0,5X

Teste 1 TD55-45 1,5mM 20 1,0 X
2,0X

Teste 2 TD55-45 1,5mM 20 25X
3,0X

Teste 3 TD60-55 1,5mM 20 2,0X

Teste 4 TD65-55 1,5mM 20 2,0X

Teste 5 TD65-55 1,5mM 10 2,0X

Teste 6.1 1,0mM

Teste 6.2 1,5mM

Teste 6.3 TD60-50 2,0mM 20 20X

Teste 6.4 2,5mM

Teste 6.5 3,0mM

Teste 7.1 2,0mM

Teste 7.2 TD65-55 2,5mM 20 20X

Teste 7.3 3,0mM

" Detalhes sobre os testes estdo descritos no texto (item 3.4)
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3.6 Reamplificagao do DNA

Para a eluicdo do DNA das bandas de SSCP, foram selecionadas 7 amostras
de toninha (Rio de Janeiro n=2, Rio Grande do Sul n=3, Argentina n=2). O produto
de PCR de cada uma das 7 amostras foi aplicado em um gel de SSCP (GeneGel
Clean SSCP, Amersham Pharmacia) de maneira que ficassem distantes umas das
outras o suficiente para evitar contaminagdes durante a excisdo das bandas. As
condigdes de eletroforese foram idénticas as citadas anteriormente (item 3.5). O
processo de coloragcdo do gel foi alterado na etapa de fixagao, tendo sido usado
acido citrico 50% por 5 minutos ao invés de acido acético, para evitar a
depurinizagcado do DNA (Calvert et al., 1995). As demais etapas de coloragao foram
mantidas. Apds a fixagdo com acido citrico 50%, as bandas foram excisadas do
gel com laminas de bisturi estéreis e individuais. Foram excisadas 30 bandas (4 ou
5 por amostra), tendo sido identificadas de acordo com sua posigao (Figura 9).
Cada uma das bandas foi transferida para tubos de 1.5ml, onde foram lavadas
demoradamente por inverséo, 2 vezes com agua Mili-Q (400ul de agua para cada
lavagem) e posteriormente eluidas a 94°C por 20 minutos em um volume de 50yl
de tampéo de eluicdo (10Mm Tris, 50mM KCI, 1,5mM MgCl, pH 8,3, 0,1% Triton X-
100). Foi utilizado 1ul do eluido em novas reacbes de PCR, sendo que cada uma
das bandas excisadas do gel teve seu DNA reamplificado 2 vezes para
sequenciamento. Estes produtos de PCR foram purificados e sequenciados
manualmente seguindo os critérios estabelecidos para as reagdes de
sequenciamento manual.

Foi realizado um teste para inibicdo da reacdo de PCR a partir do material
eluido, usando como controle positivo o0 DNA de uma amostra de toninha ja
testada em reacdes de PCR anteriores (Tabela 3). Para verificar a possibilidade
de reamplificacado direta de um produto de PCR, a reacédo A foi montada sob as
mesmas condicdes das reacdes de PCR anteriores usando como molde cerca de
40ng do produto de PCR da amostra B.19 (toninha, Argentina). Para testar se um

produto previamente amplificado inibe uma reagao normal de PCR, usou-se na
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reacdo B a mesma concentracdo do produto de PCR da amostra B.19 além de
200ng do DNA genbmico do controle positivo, mantidas as mesmas condigdes
enzimaticas da reacgdo. As reagdes C, D, E, F e G testaram o grau de inibigdo
decorrente da presenca do material eluido, em concentragdes crescentes. Utilizou-

se o programa TD 55-45 para todos os testes.

Tabela 3. Testes de inibigdo da reagcdo de PCR das amostras eluidas do gel de SSCP.

Teste’ Produto de PCR|DNA Controle Eluido™
(40ng) (200ng)

Reacao A + - -

Reacéo B + + -

Reagado C - + +

Reacédo D - + ++

Reacéo E - + +++

Reacéao F - + ++++

Reacdo G - + +++++

*Para estes testes foram utilizados o DNA da amostra B.19 (toninha, Argentina) como DNA

controle e o produto de PCR desta mesma amostra (PCR67-8); Programa TD55-45; "Cada
sinal (+) representa a adi¢do de 1ul do eluido a reagéo de PCR.

3.7 Sequenciamento

Os produtos de PCR de 8 amostras de toninha (Rio de Janeiro n=3, Rio
Grande do Sul n=4, Argentina n=1) e de 6 amostras de lobo marinho sul-
americano foram purificados pelo sistema GFX PCR (Amersham Pharmacia) para
sequenciamento manual e automatico. Nas reagbdes de sequenciamento manual
foram utilizados o sistema Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle
Sequencing Kit (USB Corporation), 0,225uCi/reacdo [** P] ddNTP’s (Amersham
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Pharmacia), 10pmais de cada primer (Senso/Beluga ou Antisenso/Beluga) e cerca
de 40-80ng do produto de PCR purificado de cada amostra em um volume
maximo de 7ul de reagdo. Para a reagao de polimerizagao foi utilizado o programa
Cycle 3 (41 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 1
minuto). As eletroforeses tiveram 1 hora e 30 minutos de duragdo a 55W, em gel
de acrilamida 8% (38 acrilamida:2 bis-acrilamida), desnaturante (7M uréia). Depois
de secados & vacuo por 1 hora e 30 minutos a 80°C, os géis foram expostos a
filmes de autorradiografia (Kodak X Omat®), & - 80°C por um periodo que variou
entre 24 e 48 horas.

Para o sequenciamento automatico, selecionou-se, dentre aquelas
amostras sequenciadas manualmente, 4 amostras de toninha (Rio de Janeiro n=1,
Rio Grande do Sul n=2, Argentina n=1) e as 6 amostras de lobo marinho sul-
americano. Adicionalmente, foram selecionadas 2 amostras de toninha (Argentina)
e uma amostra de lobo marinho sul-americano cujos produtos de PCR né&o
tivessem sido purificados, tendo recebido apenas tratamento com 1 unidade de
fosfatase alcalina e 1 unidade e exonuclease EXO | (37°C por 15 minutos, 80°C
por 15 minutos). A preparagao das reagdes do sequenciamento automatico seguiu
os critérios do sistema DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBACE (Amersham Pharmacia), com modificagdes. Utilizou-se para cada
reacao, entre 50 e100ng do produto de PCR tratado ou purificado de cada
amostra, 5pmois de cada primer (Senso/Beluga ou Antisenso/Beluga) e 4ul do
DYEnamic ET terminator reagent premix em um volume maximo de 10ul de
reacao. A polimerizagao se deu com o programa Gene001 (25 ciclos de 95°C por
20 segundos, 50°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto). As etapas posteriores
seguiram rigorosamente os parametros estabelecidos pelo sistema. O tempo de
injecdo durou 1minuto e 40 segundos a 1kV de voltagem. A corrida se deu a 9kV
por 1 hora e 40 minutos. Estes procedimentos se deram no sequenciador

automatico MegaBACE 1000 (Amersham Pharmacia).
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Figura 9. Gel de SSCP com bandas excisadas. Disposi¢do das amostras da esquerda para direita; Marcador de Peso
Molecular $X174/Hae Ill (Gibco BRL) linhas 1 e 24, amostras de toninha do Rio de Janeiro linhas 4 e 7, amostras de
toninha do Rio Grande do Sul linhas 10, 13 e 16, amostras de toninha da Argentina linhas 19 e 21. N&o foram aplicadas
amostras nas demais canaletas. As setas indicam as posi¢des das bandas que foram excisadas. As letras A,B,C e D

foram usadas para identifica-las conforme sua posicao.
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3.8 Andlise das sequiéncias

As buscas de sequéncias homodlogas aos produtos de PCR de
toninha sequenciados no presente estudo foram realizadas através do programa
BLASTN 2.2.1 (Altschl et al., 1997). Para o alinhamento das sequiéncias obtidas
utilizou-se o programa Pileup do pacote GCG (Genetics Computer Group,
Wisconsin Package) 9.1-Unix , Madison, Wisc. O alinhamento das sequéncias foi
editado no editor de alinhamentos de sequéncias Gene Doc (Nicholas & Nicholas,
1997) .

31



4. Resultados

4.1 Otimizacao das reagoes de PCR

Os primeiros testes realizados utilizaram os primers descritos por Hoelzel et
al. (1999) em algumas amostras de toninha, baleia franca austral e lobo marinho
sul-americano. Com este par de primers nao foi possivel estabelecer condicbes
que amplificassem adequadamente o segmento alvo nas trés espécies, sendo que
se observou uma maior dificuldade em relagdo a amplificagdo das amostras de
toninha. Para obter a amplificacdo do exon 2 do gene DQB, foram feitas
amplificagdes com o par de primers de Hoelzel et al. (1999), com os descritos por
Murray (1997) e uma combinag@o entre os primers direto e reverso destes dois
pares, para que fosse possivel identificar a condigdo que resultaria em melhores
resultados de amplificagcdo. Os melhores resultados foram obtidos com a utilizagao
dos primers descritos por Murray (1997).

Entretanto, a amplificacédo do fragmento de 172 pares de base do exon 2
dos genes DQB, através dos primers Senso/Beluga e Antisenso/Beluga nas
amostras de DNA gendmico de toninha, baleia franca austral e lobo marinho sul-
americano n&o pode ser plenamente otimizada. Em todas as reag¢des observou-se
a formacao de dimeros de primers, um dos fatores que certamente contribuiu para
a fraca amplificagdo de muitas amostras (Figura 10). Ajustes referentes a
quantidade dos primers nas reagdes de PCR nao foram eficientes na resolucéo do
problema, mesmo quando da utilizagdo de quantidades minimas de cada primer
(10pmais).

Os problemas mais graves ocorreram nas amostras de baleia franca austral
e de lobo marinho sul-americano, onde constatou-se a alta frequéncia de
amplificagdes inespecificas. O aumento da estringéncia da reagéo, por alteragao
nas temperaturas de anelamento, nao foi suficiente para solucionar este problema.
A utilizagdo do sistema PCR Enhancer (Gibco BRL) mostrou-se pouco eficiente

em ambas espécies, por nao ter eliminado os produtos indesejados, apesar de ter
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aumentado a quantidade de material amplificado (Figura 11). Além disso, n&o foi
possivel reproduzir os resultados estabelecidos nos testes com o sistema quando
as condi¢cdes foram aplicadas para as demais amostras de ambas espécies. A
ineficiéncia do sistema na otimizagéo das reag¢des de PCR foi verificada em gel de
agarose corado com brometo de etidio (Figura 11) e também em gel de acrilamida
corado com nitrato de prata (Figura 12). Nos testes houve uma redugdo minima no
numero de bandas inespecificas, sendo que algumas amplificagdes
aparentemente especificas em gel de agarose, mostraram-se também
inadequadas ao serem visualizadas em um sistema de coloragdo mais sensivel

como o de nitrato.

4.2 Analises de SSCP

Primeiramente foram analisadas por SSCP 52 amostras de toninha do Rio
Grande do Sul, 35 amostras de lobo marinho sul-americano e 14 amostras de
baleia franca austral. Tanto para lobo marinho sul-americano quanto para baleia
franca austral ndo foi possivel estabelecer um padrdao de bandas informativo,
dadas as dificuldades na otimizagdo das condigbdes de PCR.

Para lobo marinho sul-americano foram identificados 4 grupos de padroes,
chamados de padrao A, B, C e D, mas as sequéncias destes produtos de PCR,
obtidas manual e automaticamente nao foram legiveis (veja a seguir). Dentre as
35 amostras de lobo marinho sul-americano amplificadas com o sistema PCR
Enhancer (Gibco BRL), 10 foram selecionadas para a analise de SSCP, sendo
que nenhuma destas apresentou melhora em relagao a identificacido dos padrdes
(Figura 12).
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Figura 10. Produtos de PCR de amostras de toninha visualizados em gel de agarose 1.5%. Disposi¢do das
amostras no gel da esquerda para direita: G.125 linha 1, G.174 linha 2, G.215 linha 3, G.252 linha 4, G.424 linha 5,
(G.433 linha 6, G.456 linha 7, G.460 linha 8, G.476 linha 9, Controle Positivo linha 10, Controle Negativo linha 11,
Marcador de Peso Molecular (ladder 100pb, Amersham Pharmacia) linha 12. A seta indica a banda do marcador que
corresponde a 100pb. Os dimeros de primers encontram-se abaixo desta posi¢ao e sdo fracamente visualizados neste

gel. Para descrigdo das condices de reagao consulte o texto.
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Figura 11. Resultado do teste 2 para amostras de baleia franca austral e lobo marinho sul-americano com o
sistema PCR Enhancer (Gibco BRL) em gel de agarose 1.5%. Disposicdo das amostras da esquerda para a direita:
(linhas 1-4 condigdo 2.5X Enhancer) EAQ5 linha 1, 664 linha 2, Controle Positivo linha 3, Controle Negativo linha 4;
(linhas 5-8 condigédo 3.0X Enhancer) EAO5 linha 5, 664 linha 6, Controle Positivo linha 7, Controle Negativo 8, Marcador
de Peso Molecular (ladder 100 pb, Amersham Pharmacia) linha 9. Abaixo da banda de 100pb do marcador, os dimeros
de primers. Amostras: EA05 baleia franca austral, 664 lobo marinho sul-americano. A seta indica a presenga de bandas

inespecificas. Para descricdo detalhada das condi¢des consulte o texto e a Tabela 2.
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Para as amostras de toninha do Rio Grande do Sul os resultados obtidos
por SSCP foram mais informativos. Porém, todas as 52 amostras de toninha
analisadas inicialmente apresentaram o mesmo padrao de 4 bandas, tendo sido
observada a ocorréncia de uma banda adicional em alguns individuos, em
diferentes posi¢des em relacdo as bandas de referéncia (Figura 13). Por esta
razao, realizou-se analises adicionais incluindo amostras dos extremos da
distribuicdo geografica da espécie (32 amostras do Rio de Janeiro e 25 da
Argentina).

O padrao de 4 bandas por individuo repetiu-se para todas as amostras.
Entretanto, foi possivel observar algumas diferencas significativas. Quando
comparadas entre si, todas as amostras do Rio de Janeiro apresentaram os
mesmos padroes de SSCP para o exon 2 dos genes DQB. Ao serem comparadas
com as amostras do Rio Grande do Sul, observou-se que o padrdo de migragao
de bandas das amostras destas duas localidades é semelhante (sugerindo um
similaridade na sua sequéncia primaria), com algumas amostras do Rio Grande do
Sul diferindo pela presenca de bandas adicionais, como comentado anteriormente.
Ainda, a comparagao de amostras do Rio de Janeiro e algumas da Argentina
demonstrou haver uma diferenca minima de migracao eletroforética no gel de
SSCP (Figura 12). E possivel verificar um pequeno retardo em todas as bandas
das amostras provenientes do Rio de Janeiro. Dentre as amostras provenientes da
Argentina verificou-se dois padrées de migracdo: um mais rapido que os
observados para o Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, e outro semelhante ao
padrao de migracdo das amostras destas duas localidades de amostragem. Este
fato sugere a ocorréncia de polimorfismo no exon 2 do gene DQB de MHC classe
I na populacdo de toninha da Argentina, contrastando com uma baixa
variabilidade genética neste mesmo loco nas populacdes de Rio Grande do Sul e

do Rio de Janeiro.
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Figura 12. Gel de SSCP com amostras de toninha e lobo marinho sul-americano. Amostras de toninha provenientes
do Rio de Janeiro e Argentina linhas 2-14 (as setas indicam amostras provenientes da Argentina). Em destaque, amostra
de lobo marinho sul-americano sob diferentes condigdes com o sistema PCR Enhancer (Gibco BRL): teste 1.1 linha 16;
teste 1.2 linha 17; teste 1.3 linha 18; teste 2.1 linha 19; teste 2.2 linha 20; teste 3 linha 21; teste 4 linha 22; teste 5 linha
23 (para detalhes consulte o item 3.6 e Tabela 2). Marcador de Peso Molecular $X 174/Hae IIl (Gibco BRL) linha 1 e 24.
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Figura 13. Gel de SSCP com amostras de toninha e lobo marinho sul-americano. Disposigdo das amostras de
esquerda para direita: Marcador de Peso Molecular $X 174/Hae Il (Gibco BRL) linha 1 e 24, amostras de toninha
provenientes do Rio Grande do Sul linhas 2-15; amostras de lobo marinho sul-americano linhas 16-23 (sem tratamento

com o sistema PCR Enhancer, Gibco BRL). A seta indica a ocorréncia de bandas adicionais (consultar o texto).
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4.3 Sequienciamento

Tanto o sequenciamento manual quanto o automatico dos produtos de PCR
das amostras de lobo marinho sul-americano mostraram-se pouco informativos. A
presenca de ambiglidades nas sequéncias refletiu-se na baixa qualidade da
sequéncia obtida no sequenciamento automatico (independentemente do modo de
purificacdo ou tratamento do produto de PCR) e na impossibilidade de leitura da
sequéncia obtida pelo sequenciamento manual. Dentre as 6 amostras
sequenciadas manualmente, apenas parte das sequéncias de 2 amostras
puderam ser lidas.

Para as amostras de toninha também foram observadas dificuldades em
obter boas sequéncias quando o produto de PCR era sequenciado diretamente.
Este problema foi parcialmente solucionado com a excisao das bandas do gel de
SSCP e posterior reamplificacao a partir do DNA eluido. Das 30 bandas excisadas
do gel de SSCP (ver item 3.6), apenas o DNA eluido de 9 bandas foi
reamplificado. A baixa eficiéncia de reamplificacédo foi provavelmente resultante de
inibicdo proveniente dos produtos usados na coloragdo dos géis, ou da propria
constituicdo dos mesmos, como pode ser visto na Figura 14.

A eficiéncia do processo de reamplificacdo direta foi demonstrada pelo
resultado positivo de amplificagdo da reacdo A, que nao incluia o eluido. Na
reacao B ficou evidente a auséncia de inibicdo causada por um produto de PCR
sobre uma nova reagao de PCR. Entretanto, a adi¢do do eluido das bandas do gel
de SSCP em uma reacgao de PCR inibiu a amplificagdo. Por este motivo, utilizou-
se para o sequenciamento, o produto de PCR obtido em uma segunda etapa de
reamplificacdo do material eluido.

Foram sequenciados manualmente os produtos de reamplificagao relativo a
uma porgao do exon 2 do gene DQB, derivados das 4 bandas de uma mesma
amostra de toninha do Rio Grande do Sul. Foi possivel fazer a leitura do
fragmento completo de 172pb. A sequéncia obtida tem homologia de 98, 86, 84%

com as de Delphinapterus leucas (Beluga),Arctocephalus gazella (Lobo Marinho
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Antartico) e humanos, respectivamente, para o referido gene. O alinhamento da
sequéncia € apresentado na Figura 15. Entretanto, o sequenciamento de algumas
bandas apresentaram ambiguidades na regido proxima ao primer antisenso,
sugerindo que a reamplificacdo das bandas do gel de SSCP nao é capaz de
purificar o produto de PCR, e que as 4 bandas verificadas no gel de SSCP sao
derivadas de diferencas nas sequéncias primarias dos produtos de amplificagdo

de uma mesma amostra.
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Figura 14. Resultado dos testes de inibigdo. Disposicdo das amostras da esquerda para a direita: Controles Positivos

linhas 1 e 2 (amostra de toninha B.19 linha 1; DNA humano linha 2), Controle Negativo linha 3, Reagéo A linha 4,

Reacdo B linha 5, Reacdo C linha 6, Reagdo D linha 7, Reagéo E linha 8, Reagdo F linha 9, Reagdo G linha 10,

Marcador de Peso Molecular (ladder 100pb, Amersham Pharmacia). Para detalhes sobre as reagdes consulte o item 3.6

e a Tabela 3.

toninha
belugal
beluga2
lobol
lobo2
humano
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beluga2
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Figura 15. Alinhamento da seqiiéncia do exon 2 do gene DQB de MHC classe Il de toninha. Alinhamento da

seqUéncia obtida no presente estudo com seqiiéncias homélogas de outros mamiferos depositadas no GenBank.
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5. Discussao

5.1 Aspectos técnicos

A formacao de dimeros de primers, a qualidade do DNA extraido e a
utilizagcado de primers heter6logos podem ser apontados como responsaveis pela
fraca amplificagdo ou mesmo a auséncia desta em algumas das amostras. Dentre
estes fatores, pode-se considerar a utlizagao de primers heter6logos como sendo
a variavel mais provavel para explicar os problemas apresentados nas analises.
Os primers utilizados neste trabalho foram construidos baseados em sequéncias
dos genes DQB descritas para humanos, e dificuldades associadas a utilizacédo de
primers heterdlogos ja haviam sido discutidas em trabalhos envolvendo a
amplificacdo deste loco em outras espécies de mamiferos marinhos (Murray,
1997; Pavlovic, 1998). Prendergast (1999), usou primers descritos para Eubalaena
glacialis (baleia franca do norte) para amplificar o exon 2 dos genes DRB de MHC
classe Il de Eubalaena australis (baleia franca austral), e considerou este o fator
que determinou a fraca amplificacdo ocorrida para a maioria de suas amostras,
dentre todos os fatores testados. Adicionalmente, o loco DQB em humanos é
reconhecidamente um complexo sistema de alelos, cujas investigagdes acerca da
composicao alélica frequentemente apresentam dificuldades (Akiyama et al.,
1994). A presenca de um pseudogene (DBQ3) também esta associada a
problemas de amplificacdo desta regiao.

A utilizacao do sistema Enhancer, a redugédo da concentragao dos primers e
o aumento da temperatura de anelamento nas reacdes de PCR n&o foram
suficientes para eliminar os produtos de amplificagao inespecificos, 0 que impediu
a analise das amostras de lobo marinho sul-americano e baleia franca austral.

A metodologia empregada na coleta, armazenagem e processamento dos

tecidos utilizados para a extracdo de DNA envolveu um grande numero de
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variaveis, ndo tendo sido possivel estabelecer uma relacdo entre os métodos
empregados, a qualidade do DNA extraido e a eficiéncia da sua amplificacao.
Para que seja possivel estabelecer essa relagdo seria necessario considerar, por
exemplo, fatores como a temperatura da agua no momento do encalhe acidental
em rede de pesca e o periodo compreendido entre a morte do animal e o
procedimento de necropsia. No caso de animais encalhados na praia, dificimente
pode-se determinar a data da morte do animal. Os tecidos coletados em ambas
situacdes variaram de acordo com o estado de decomposi¢ao dos animais, tendo
sido dada preferéncia a tecidos menos degradados. Deste modo, coletou-se
diferentes tipos de tecidos para as trés espécies (considerando o material
proveniente das biopsias de baleia franca austral). Adicionalmente, as amostras
usadas no presente trabalho foram processadas diferentemente, o que pode ter
contribuido para as diferencas relativas ao processo de amplificacdo observadas
para as trés espécies.

Para a toninha, as analises de SSCP revelaram diferengcas pequenas entre
os padrdes eletroforéticos das amostras. A fraca distincdo de padrdes repetiu-se
em diferentes condicdes de eletroforese durante os testes realizados para o
estabelecimento das condi¢cdes de analise de SSCP. Nestes testes foi avaliada a
interferéncia da composicao dos tampdes de corrida, que variaram quanto ao pH,
e a temperatura de eletroforese.

A influéncia da temperatura durante a eletroforese em relagédo a mobilidade
das fitas simples de DNA em analise de SSCP foi demonstrada por Bannai et al.
(1994). Naquele trabalho, verificou-se que o mesmo fragmento é capaz de migrar
diferentemente dependendo da temperatura sob a qual a eletroforese é realizada.
Os autores testaram duas temperaturas de eletroforese (4°C e 22°C) com
amostras previamente “tipadas” quanto os genes DRB1, tendo sido possivel
identificar o mesmo numero de alelos em ambas condi¢des. Entretanto, quando
nao se dispde de um padrao de referéncia € importante a reprodugao dos padrdes
de bandas em diferentes condigdes de temperatura a fim de nao haver duvida

quanto a possibilidade da formacao de artefatos que interfiram na interpretagéo
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dos mesmos. No presente trabalho, as diferentes temperaturas de corrida nao
alteraram significativamente os padrées de SSCP (dados ndo mostrados).

A utilizagcdo de um sistema de eletroforese que mantenha a temperatura
constante durante a corrida eletroforética € fundamental, pois desta condicao
depende a estabilidade das estruturas secundarias formadas pelas fitas simples
de DNA. O aquecimento do gel de acrilamida durante a corrida desestabiliza a
estrutura secundaria tornando-a menos compacta, resultando em bandas difusas,
de dificil interpretacéo (Prendergast, 1999). A reprodugao do padréo de 4 bandas
para as amostras de toninha testadas, sob as diferentes condi¢des avaliadas no
processo de otimizacdo de SSCP (temperatura, tampao de corrida), sugere nao
estar se tratando de um artefato da técnica. Se a presenca de 4 bandas fosse um
artefato, se esperaria alteragdes nesses padrbes quando fossem alteradas
variaveis envolvidas na migragao.

Outro aspecto importante a considerar em relagdo a migragao das bandas
durante a eletroforese € a concentracdo de formamida utilizada na preparacao de
amostras a serem carregadas no gel. A formamida (CH3NO) atua no processo de
desnaturacdo enfraquecendo as pontes de hidrogénio entre as fitas duplas de
DNA e dificultando seu reanelamento. Quando a fita simples dobra-se sobre si
mesma ao ser resfriada apds o processo de desnaturagao, a establilidade, a forma
e o tamanho da estrutura secundaria formada sdo mantidos pelo estabelecimento
de pontes de hidrogénio entre as bases pareadas. Altas concentragdes de
formamida podem dificultar a formagao destas ligacoes, interferindo na forma e
tamanho de estruturas menos estaveis, ou até mesmo impedindo o seu
estabelecimento. Do mesmo modo, a concentragdo de DNA das amostras € um
parametro que exerce influéncia sobre a formacao da estrutura a ser analisada por
SSCP. Uma amostra com alta concentragcdo de DNA fita simples aumenta a
probabilidade de reanelamento apos a etapa de desnaturagdo, e uma baixa
disponibilidade de fitas simples capazes de formarem estruturas secundarias
reflete-se na ocorréncia de bandas fracamente visualizadas em gel (Prendergast,
1999).

42



Uma vez estabelecida a concentragdo de DNA ideal para a analise de
SSCP optou-se pela coloragao com nitrato de prata por ser uma técnica bastante
sensivel e eficiente, requerendo uma quantidade menor de amostra quando
comparada a outros processos de coloracdo, como por exemplo a coloragdo com
brometo de etidio (Bannai et al., 1994). A maior sensibilidade permite que mesmo
produtos de PCR fracamente visualizados em gel de agarose possam ser
identificados nos géis de SSCP.

Entretanto, a coloracdo com nitrato de prata é apontada como a
responsavel pelas dificuldades observadas durante o processo de reamplificacéo
do DNA eluido das bandas excisadas do gel de SSCP. Ao comparar géis corados
com nitrato de prata e com brometo de etidio, Calvert et al. (1995), demonstraram
a influéncia da coloragdo, da composigao do gel, do procedimento de lavagem das
bandas anterior a eluicdo e o numero de ciclos de PCR, sobre o processo de
reamplificacdo do DNA eluido. Os autores observaram que os produtos de PCR
provenientes de géis corados com nitrato de prata requerem um numero maior de
ciclos de amplificacédo, e que as bandas devem ser lavadas por um periodo longo
(pelo menos 30 minutos), a fim de evitar os efeitos inibitérios dos reagentes
usados na coloragdo com prata. Outro aspecto a ser considerado € o efeito da
quantidade do produto eluido das bandas excisadas de geéis corados com prata
em reacgdes de PCR, uma vez que a utilizacdo de uma quantidade maior do
produto eluido em uma reacdo de PCR implica em uma quantidade maior também
dos reagentes utilizados na coloragao. Deste modo, torna-se necessario otimizar a
reacdo de PCR utilizando-se quantidades minimas do DNA eluido, a fim de
minimizar os efeitos negativos relacionados aos regentes utilizados na coloracao
presentes nesta solucgao.

Nos testes de inibicdo conduzidos no presente trabalho fica evidente a
inibicdo proveniente dos produtos utilizados na coloragdo com prata dos géis em
reacbes de PCR, uma vez que a utilizagdo de apenas 1ul do eluido em uma
reacdao de PCR em presengca de DNA gendmico foi suficiente para impedir a
producado da amplificagdo. A reamplificagdo de bandas de géis de SSCP corados

com prata, deve ser conduzida levando em conta estas restri¢coes.
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Em um estudo utilizando a técnica de SSCP para identificacdo de alelos do
sistema HLA, mostrou-se que um unico alelo em individuos homozigotos
apresenta um padrao de duas bandas, correspondentes as fitas senso e
antisenso, enquanto individuos heterozigotos para 0 mesmo loco apresentam um
padrao de 4 bandas (Mwenda et al., 1997). No entanto, a presenga de padrbes de
4 bandas foi generalizada no presente estudo.

Algumas hipoteses poderiam explicar a ocorréncia de padrdes de 4 bandas
para todas as amostras de toninha. A hipétese menos provavel seria a de que
amostras aleatérias obtidas em diferentes por¢cées da distribuicdo geografica da
espécie pudessem ser constituidas exclusivamente por individuos heterozigotos.
Para tanto, deveria-se supor um excesso de heterozigotos nas trés localidades
amostradas, com frequéncias genotipicas idénticas entre elas, para que a
probabilidade de coleta fosse a mesma nestes trés pontos, e alta o suficiente para
que o resultado fosse independente do numero amostral proveniente de cada uma
das localidades.

Outra hipotese seria a de que o padrao observado pudesse ser o resultado
da amplificagao de outra regido além do DQB. Murray (1997) detectou por SSCP e
confirmou por sequenciamento a duplicagdo do gene DQB em baleia franca do
norte, onde até 4 bandas por individuo puderam ser observadas, tendo
identificado pelo menos uma sequéncia comum a toda amostra.

Por outro lado, a ocorréncia de duas estruturas secundarias igualmente
estaveis originadas a partir de uma unica sequéncia de nucleotideos nao poderia
ser descartada. A eluicdo do DNA das 4 bandas de um mesmo individuo e o
sequenciamento de cada uma delas foram importantes para o esclarecimento
destas questdes. O resultado do sequenciamento sugere que os primers utilizados
estejam anelando também em outra regido além do loco DQB1, nao tendo sido
possivel, entretanto, identificar que regido esta sendo amplificada

inespecificamente.
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5.2 Aspectos bioldgicos

A diferenca detectada no padrdo de migracdo das amostras do Rio de
Janeiro em relacdo as da Argentina (Figura 14), estd de acordo com os
pressupostos sobre a existéncia de pelo menos duas populagdes ao longo da
distribuicdo da espécie. A ocorréncia de “hiatos” na distribuicdo (Figura 4), parece
conferir a populagdo de toninhas do Rio de Janeiro um isolamento em relagéo a
populacdes proximas. Analises prévias de DNA mitocondrial de amostras do Rio
de Janeiro e Rio Grande do Sul permitiram separar geneticamente estas duas
populagdes e identificar niveis de variabilidade mais baixos para a populagao do
Rio de Janeiro em relagdo a do Rio Grande do Sul (Secchi et al., 1998). Embora
nao tenha sido corroborada a distingdo genética entre estas duas populagdes no
presente trabalho, o padrdo de migragdo de SSCP idéntico observado entre todas
as amostras de toninha do Rio de Janeiro concorda com a reduzida variabilidade
genética desta populacéo, descrita anteriormente por outros autores.

Parece razoavel apontar o isolamento desta populagdo como um fator
importante para a reduzida variabilidade genética detectada. Recentemente,
Lazaro (2000) sugeriu que as populacdes de toninha obedecem claramente a um
padrao de isolamento por distancia (fluxo génico mais provavel entre vizinhos) e
que a colonizagao da regido do Rio de Janeiro possa ser um evento recente.

As estimativas de abundéncia para a espécie nesta regido ainda sao
incertas (Di Benedito & Ramos, 2001), mas baseando-se nos registros de captura
acidental em redes de pesca sugere-se que esta populagdo seja menor que a
populacdo ao sul da distribuicao.

Gaines et al. (1997) demonstraram que isolamento, tamanho populacional
reduzido e processos recentes de colonizacdo compdem o cenario ideal para a

reducdo de variabilidade em populagcbes de mamiferos, pela reducdo do fluxo
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génico, aumento do endocruzamento e diminuicdo do tamanho efetivo da
populagao (Ne ).

As caracteristicas da regido que parecem confinar a distribuicdo da espécie
ao norte do estado do Rio de Janeiro, como a descarga de agua doce do Rio
Paraiba do Sul, podem também influenciar a diversidade de patégenos deste
habitat.

Uma menor pressdo de selegcdo dirigida por uma baixa diversidade de
patdbgenos no ambiente marinho tem sido atribuida como uma provavel explicagao
para os niveis de polimorfismo mais baixos observados em diferentes espécies de
mamiferos marinhos (Slade, 1992; Hoelzel et al., 1999). Entretanto ha pouca
informacédo sobre a caracterizacdo, ocorréncia e prevaléncia de parasitas para
toninha, havendo um maior numero de dados para as populagdes do Rio Grande
do Sul, Uruguai e Argentina (Aznar et al.,1995; Andrade, et al., 1997). Desse
modo, associagdes deste tipo para as amostras de toninha do Rio de Janeiro, bem
como para as do Rio Grande do Sul e da Argentina, dependem de mais dados,
devendo ser conduzidas de modo criterioso.

Algumas amostras de toninha do Rio Grande do Sul apresentaram bandas
adicionais (além das 4 presentes em todas as amostras, Figura 13) que
correspondem em posigao as bandas visualizadas em um dos dois padrbes
verificados para individuos da Argentina. Esta observacdo parece indicar a
ocorréncia de individuos heterozigotos para um dos locos, sendo que um dos
alelos parece estar presente também na populagdo da Argentina. Adicionalmente,
a ocorréncia de dois padrbes de migragdo para a populacdo da Argentina
demonstra haver polimorfismo para esta populacao, diferentemente do que ocorre
ao norte da distribuigao.

A partir destas observagdes a populacdo da Argentina poderia estar
representando um centro de diversidade genética, sendo mais polimérfica que as
populagdes marginais. A auséncia de variabilidade detectada por SSCP para a
populacao do Rio de Janeiro corrobora a hipétese sugerida por Lazaro (2000), que
acredita estar se tratando de uma populagdo marginal colonizada recentemente,

uma vez que espera-se que este tipo de populagcdo apresente substancialmente
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menor variabilidade genética que a populagao remanescente (Gaines et al, 1997).
Do mesmo modo, a populagdo do Rio Grande do Sul configuraria uma populagao
marginal, que por proximidade a populagdo central apresentaria niveis de
variabilidade intermediarios entre os extremos da distribuicao da espécie, supondo
haver fluxo génico entre as populagdes mais préximas (Rio Grande do Sul e
Argentina).

Sendo assim, quando se analisa a semelhanga entre um dos padrbdes de
bandas observados para as amostras da Argentina com os padrdes observados
para as amostras do Rio Grande do Sul e do Rio de Janeiro, parece razoavel
sugerir que 0 mesmo representa a presenca de um alelo que diminui em
frequéncia em direcdo ao sul da area de distribuicdo da espécie. A presenca de
um padréo alternativo na Argentina, que representaria um segundo alelo, e sua
ocorréncia em heterozigose em individuos coletados no Rio Grande do Sul
reforgaria a idéia de um gradiente latitudinal de freqUéncias alélicas.

Entretanto, a precisa identificacdo destes alelos nas trés populagdes, suas
frequéncias e a analise da variabilidade inter-populacional poderdo ser melhor
avaliados somente quando for possivel obter sequéncias claras dos produtos de
PCR.

Baseando-se nas analises de SSCP do presente trabalho, a reduzida
variabilidade € demonstrada pela semelhang¢a no padrdo de bandas de todas as
amostras de toninha para a por¢ao do exon 2 dos genes DQB, que codifica o sitio
de ligacdo ao peptideo antigénico na molécula de MHC classe Il. Partindo desta
constatagcdo, quais seriam as causas determinantes para a redugdo de
variabilidade nestas populagdes?

Em relagdo a populacdo do Rio de Janeiro, os aspectos abordados
anteriormente, como isolamento e um possivel processo de colonizagao recente,
parecem ser 0s principais responsaveis pela auséncia de variabilidade detectada
por SSCP. A redugao na variabilidade é dependente do tamanho das populagdes
isoladas, sendo necessario, portanto, mais dados sobre estimativas de
abundancia para a populacdo de toninhas do Rio de Janeiro e sobre sua

variabilidade genética em toda a area de distribuicdo, para que se possa avaliar a
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depauperagdo genética suposta para esta localidade. Estes dados sé&o
fundamentais para o delineamento de ag¢des locais que visem a manutencao da
especie.

Em relagdo as populagdes do Rio Grande do Sul e da Argentina, outros
aspectos devem ser considerados. As taxas de mortalidade registradas para a
espécie (Ott, 1998) diferem entre estas localidades, sendo que a situagao mais
critica é registrada para o Rio Grande do Sul. Modelos matematicos tem sido
usados para estimar taxas de crescimento intrinseco e viabilidade desta
populagdo, tendo sido demonstrado que este estoque populacional esta em
declinio (Secchi, 2000). Alguns modelos tedricos sugerem que processos de
constricdo demografica prolongados podem reduzir a variagdo em genes
nucleares e mitocondriais (Gaines et al., 1997). Mesmo que os registros sobre
capturas acidentais em rede de pesca sejam datados, em termos evolutivos, de
periodos muito recentes, sua continuidade nas duas regides, certamente tem
atuado na reducao do tamanho das populagdes. Considerando o modelo proposto
acima, a captura acidental pode ser apontada como uma das causas responsaveis
pela reduzida variabilidade observada.

Em termos evolutivos, registros indicam que a emergéncia de espécies da
familia Delphinidae, na metade do periodo Mioceno, poderia ser responsavel pela
reducao significativa das espécies da Familia Platanistidae, da qual a toninha faz
parte (Cassens et al., 2000). A reducdo extrema da espécie, em numero de
individuos, pode ter resultado em uma redugado global da sua variabilidade
genética, sendo que resquicios desta reduzida variabilidade poderiam ter sido
mantidos em alguns sistemas genéticos nas espécies atuais, a exemplo do que se
tem descrito para algumas linhagens de alelos de MHC em humanos e primatas
nao humanos.

Os dados obtidos no presente trabalho ndo permitem maiores conclusdes
que possam orientar planos de manejo para a espécie, sendo necessarios estudos
adicionais sobre o loco DQB, bem como estudos incluindo outros genes de MHC

(classe | e classe II).
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6. Conclusoes

. A utilizacdo de primers heterdlogos foi considerada como sendo o principal

fator que impossibilitou a otimizagcao das reagcdes de PCR. A técnica de SSCP
mostrou-se eficiente na determinacdo da variabilidade, entretanto, as
dificuldades associadas ao processo de amplificacdo refletiram-se

negativamente na analise de SSCP e no sequenciamento.

Os primers utilizados no presente trabalho amplificaram uma sequéncia que
corresponde ao exon 2 dos genes DQB de MHC classe Il, e outra sequéncia

muito semelhante que ndo pode ser identificada por sequenciamento.

Estes primers ndao sdo adequados para a identificagdo de polimorfismos de
conformacao de fita simples (SSCP) para lobo marinho sul-americano e baleia

franca austral.

Os niveis de variabilidade do exon 2 do gene DQB de MHC classe I,
detectados por SSCP para as amostras de toninha em trés pontos da
distribuicdo geografica da espécie € reduzido, sendo possivel sugerir auséncia

total de variabilidade para o norte da distribuicdo (Rio de Janeiro).

As amostras do Rio Grande do Sul e da Argentina parecem apresentar
variabilidade de alelos nos locos amplificados por PCR, sendo maior no

extremo sul da distribuicao da espécie.
N&o foi possivel distinguir geneticamente a populacédo do Rio Grande do Sul da

do Rio de Janeiro, como sugerido em trabalhos anteriores, analisando os

padrées de SSCP obtidos no presente trabalho.
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