
Confirmação da relação entre peixes-bois, "hyraxes" 
e elefantes, por meio do estudo da proteína das lentes dos olhos (*) 

Resumo 

As relações fi!ogenéticas entre os membros da 
super-ordem Paenungulata, os peixes-bois, elefantes e 
"hyraxes", foram Investigadas, utilizando-se a seqüên· 
ela de análises de aminoácidos da proteína oc A do 
cristalino da lente dos olhos destes animais . As aná· 
lises confirmam a origem monofilética das ordens Hy
racoidea, Sirenla 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 próximo . Os resultados sugerem que os pei· 
xes-bois podem estar mais próximos dos hyraxes qu6 
dos elefantes dada a presença dos 72-Leu nos hyraxes 
e peixes-bois, mas não nos elefantes . Evidências mor· 
fológicas indicariam uma relação mais próxima entre o 
elefante e peixe-boi, as quais. se verdadeira, exigirão 
uma retrossubstituição do 72-Leu -7 Vai na cadeia 
oc A dos elefantes ou 2 substituições paralelas na 
'/2-Val -t Leu nos hyraxes e peixes-bois. 

UTILIZAÇÃO DA SEQÜÊNCIA PROTÉICA 

EM ESTUDOS FILOGENÉTICOS 

Bem como características morfológicas e 
anatômicas podem ser utilizadas para avaliar 
semelhanças entre espécies, e daí inferir rela
ções filogenéticas, é possível comparar para 
esse propósito as propriedades estruturais de 
proteínas homólogas em diferentes espécies. 
Isso pode ser feito através de técnicas imuno· 
lógicas, onde o grau de reatividade cruzada é 
uma medida da distância evolutiva entre espé· 
cies. Similarmente, um estudo da mobilidade 
eletroforética de proteínas pode fornecer in· 
formações sobre grau de parentesco ent re es· 
pec1es. Extremamente rica em informação, 
mas também difícil de realizar, é a compara
ção das seqüências de aminoácidos de proteí
nas homólogas de espécies cujas relações se 
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quer estudar . Isto não somente fornece uma 
medida concreta do grau de diferença entre 
duas proteínas, mas também estabelece as po· 

sições precisas e a natureza das substituições 
de aminoácidos. Isto possibilita, em princípio, 
n distinção na seqüência protéica de "resí
duos" de aminoácidos primitivos e derivados 
de grande vantagem para a reconstrução se
gura das relações fi logenéticas . 

As técnicas de análise de seqüências de 
8minoácidos têm sido desenvolvidas e aper
feiçoadas pela química de proteínas, durante 
os últimos vinte anos. Pela relativa dificulda· 
de, custo e consumo de tempo dessas técni
cas, elas só têm sido aplicadas muito ocasio
nalmente a estudos filogenéticos específicos. 

Mais notáveis, no campo da filogenia de ma
míferos, são os estudos sobre mioglobina 
(Romero-Herrera et. a/., 1978), hemoglobina 
(Goodman et. ai., 1979). citocromo c (Moore 
et. ai., 1976) e ribonuc lease pancreática (Bein

tema et. ai., 1977) . Esses estudos têm mos
trado que comparações das seqüências de 
aminoácidos podem fornecer informações sig
nificativas sobre as relações filogenéticas en· 
tre taxa de mamíferos. Como foi mencionado 
por McKenna (1979), essas investigações, in

felizmente, têm visado pouco à solução de ca
sos de problemas filogenéticos, tais como as 
relações das pequenas e aberrantes ordens 

de mamíferos Edentata (preguiças, tamanduás, 
tatus), Pholidota (pangolins). Tubu lidentata 
('' aardvarks ", Proboscidea (elefantes), Hyra

coidea (" hyraxes ") e Sirenia (peixes-bois) en
tre si e com as ordens de mamíferos mais co
r.hecidas . 
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Estudos feitos em nosso laboratório mos
traram no passado que comparações de se
qüências da proteína ex: cristalina das len
tes dos olhos, ou cristalino. de 17 espécies, 
re:presentando onze ordens de mamíferos, pos
sibilitaram a construção de "ávores evoluti· 
vas" que concordam, em grande parte, com as 
opiniões gAralmente aceitas sobre as relações 
entre essas ordens (De Jong et. ai., 1977). Fi
cou demonstrado, entre outras coisas, que ele
fantes e " hyraxes" são, mutuamente, os pa
rentes mais próximos dentre os mamíferos 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 à evidência da seqüên· 
cia da ex: cristalina, parece que essas duas 
ordens não são 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 placentário 
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 útil incluir o peixe-boi no estudo compa
rativo das ex: cristalina de mamíferos. Isso 
não só possivelmente confirmaria (ou contra
diria) as relações dos peixes-bois com os ou
t ros Paenungulata, como também aumentaria a 
"densidade" da árvore genealógica da oc cris
talina melhorando, desse modo, a confiabi . 
!idade da informação filogenética deduzida em 
outros casos mais controvertidos . 

ex: CRISTALINA: PROPRIEDADES 

E ANÁLISE DA SEQÜÊNCIA 

A oc cristalina é uma proteína estrutu· 
ral solúvel em água, que ocorre exclusivamen
te nas células do cristalino dos vertebrados . 
Compõe uma proporção variável das proteínas 
totais do cristalino, dependendo da idade e do 
e5pécie do animal. Em muitas espécies, ele 
atinge valores de 25 a 50% das proteínas to
tais (para uma revisão do assunto, vide Clay
ton, 1974) . A ex: cristalina forma grandes 
agregados , de peso molecular médio de 
400 .000 a 800.000, e é composta de dois tipos 
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de cadeias, ex: A e ex: B, que ocorrem numa 
proporção de aproximadamente 3:1 na maioria 
dos mamíferos placentários. As cadeias ex: A 
e ex: B do boi, que têm um comprimento de 173 

a 175 "resíduos", respectivamente. mostram 
55% de homologia em suas seqüências de 
aminoácidos, refletindo. assim, um artigo an
cestral comum de seus genes . 

A ex: cristalina pode ser facilmente obti
da em quantidades consideráveis na maioria 
das espécies de vertebrados e a seqüência 
de aminoácidos da cadeia ex: A é relativamen
te simples de estabelecer-se . De estudos an
tariores , (De Jong et. ai., 1977) poderia esti
mar-se que a cadeia ex: A desenvolve uma ta· 
xa de 2,9 substituições de aminoácidos por 100 
· resíduos" em 100 milhões de anos . Isso a co
!rJca entre as proteínas de mais lenta evolu
çao e a torna adequada para o estudo das re
lações filogenéticas entre taxa de ordens su
periores . 

Os procedimentos gerais envolvidos na 
déterminação da seqüência das cadeias da 
ex: cristalina A são descritos em detalhe em 
De Jong e Terwindt (1976) e serão dados aqui 
resumidamente, como aplicados à elucidação 
da seqüência da cadeia da ex: 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 Amazônia, Manaus. Os cris
talinos foram enviados por via aérea, à tempe
ratura ambiente, numa solução saturada de clo
ridrato de guanidina. Sob essas condições, os 
cristalinos são completamente solubilizados, 
mas as proteínas ficam protegidas de ataque 
microbiano ou enzimático e permanecem (ao 
contrário de quando conservada em álcool ou 
fcrmol) adequadas para posterior análise es
trutural. A cadeia de ex: cristalina A podia 
ser recuperada dessa solução e separada de 
todas as outras proteínas do cristalino por cro
matografia de coluna de troca Iônica, depois 
àe removido o cloridrato de guanidina por diá
lise. A cadeia oc A isolada foi digerida com 
tripsina que especificamente corta a cadeia 
atrás dos aminoácidos básicos lísina e argini
na. A resultante mistura de cerca de 20 peptí
deos pequenos foi fracionada por cromatogra-
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fia de filtração em gel e mapeamento peptídi
co (eletroforese de alta voltagem em papel, 
seguida por cromatografia em papel na segun
da dimensão). Alguns peptídeos tripsínicos 
("tryptic peptides~) maiores foram digeridos 
posteriormente com termolisina. Foram feitas 
~nálises de aminoácidos do peptídeos purifica
dos e as composições comparadas com os 
peptídeos correspondentes das cadeias oc A 
de bois e elefantes, que já haviam sido se

qüenciadas. Quando a carga e composição 
dos pequenos peptídeos homólogos eram os 
mesmos, admitia-se que suas seqüências de 

8minoácidos também eram idênticas. 

Desde que esse procedimento de análise 

de seqüências de aminoácidos se fia, num alto 

grau, na comparação das composições de ami
noácidos de peptídeos pequenos, há obviamen

te o risco de omitir substituições duplas de 

tipo oposto, ocorrendo no mesmo peptídeo 

sem mudar sua composição. Tem sido estabe
lecido, contudo, que esse risco de omitir tais 

substituições recíprocas é desprezível, contan

to que os peptídeos analisados sejam suficien
temente pequenos (Van Druten et. a!., 1978). 

ELEFANTE Vol Thr 10 Alo 20 
BOI oo Met Asp Ile Alo lle Gln His Pro Trp Phe Lys Arg Thr Leu Gly Prc Phe Tyr Pro Ser Arg Leu Phe Asp 
PEIXE-BOI Vol Thr Alo His Asn 

30 40 

Gl n Phe Phe G I y Gl u Gi y Leu Phe G lu Tyr Asp Leu Leu Pro Phe Leu Ser Ser Thr li e Ser Pro Tyr Tyr Arg 

•••••• ~ ... .... o o o o o o o-~~· ••••••••••••••• - ~ ~· ••• o ..... o •• ·~ 

50 70 60 
Gln Leu 

Gin Ser Leu Phe Ar g Thr Vol Leu Asp Ser Gly lle Ser Glu Vol Arg Ser Asp Arg Asp Lys Phe Vol Jle Phe 
Gln Leu Leu -------- ... ~---------------- ........................ ~ ............ ... 

so 90 Asp 
Leu Asp Vol Lys His Phe Ser Pro Giu Asp Leu Thr Vol Lys Vol Gin Giu Asp Phe Vol Glu Ile His Gly Lys 

~····~ 
Leu Asp 

100 110 120 

His Asn Giu Arg Gin Asp Asp His Gly Tyr Ile Ser Arg Giu Phe His Arg Arg Tyr Arg Leu Pro Ser Asn Vai 

130 140 
Cys Gln 

Asp Gl n Ser Aio Leu Ser Cys Ser Leu Ser Alo Asp Giy Met Leu Thr Phe Ser Gly Pro Lys I I e Pro Ser Gi y 
Lys Cys Vol Gln - ~_-:---_________________________ __:_ _____ ~------------

150 
160 170 Met Ser 

Vol Asp Alo Giy His Ser Giu Aro Alo Ile Pro Vol Ser Arg Giu Glu Lys Pr o Ser Ser "''o Pro Ser Ser OH 
Met Ser A lo Asn 

Flg . 1 - Resumo da análise da seqüência da cadeia da oc cristalina A do peixe-boi. A linha central represen
ta a seqüência 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 ai., 1977) são mostrados acima da seqüência bovina e as 18 dife
renças agora encontradas na cadeia oc A do peixe-boi são mostradas abaixo dessa seqüência . São Indicados os 
peptfdeos tripsínicos ("triptic") ( r-..-:> ) e termilíticos ( ..- ·- ·- ·..., ). os quais podem ser Isolados da cadeia oc A 
de peixe-boi e que foram usados para deduzir a seqüência proposta. Nenhum peptídeo correspondente às posições 
40-49 e 77-78 pode ser isolado da cadela ocA do peixe-boi ; essas posições são, contudo, idênticas à seqüência 
bovina, em todas as espécies de mamíferos estudadas. As posições de um número de "resíduos" foram determi
nadas pela degradação química seqüencial dos peptídeos, e assim chamada degradação de Edman ( --+ ). A maio· 
ria dos outros "resíduos" estão ordenados. assumindo-se a hemologia seqüencial dos peptideos bovinos e do ele-

fante. A substituição Ser .... Asn ocorreu na posição 172 ou 173. 
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SEMELHANÇA DA CADEIA ex: A DO PEIXE-BOI 

COM AS DO "HYRAX" E DO ELEFANTE 

Verificou-se que a seqüência ex: A do pei
xe-boi compartilha de todas as dez substitui
ções que distinguem a cadeia ex: A do elefan· 
tt:: da do foi (Figura 1). A cadeia ex: A do peixe· 
boi diferiu em 8 posições da cadeia ex: A do 
elefante; uma delas, 72-Leu, é encontrada so
mente na cadeia ex: A do "hyrax". As posições 
dE..s 5 substituições que aparecem unicamente 
na cadeia ex: A do peixe-boi foram deduzidas 
da especificidade da separação enzimática 
( 126-Lys, 167-Aia), da diferença em compos i
ção com o peptídeo (19-His, 20-Asn) homólogo 
do elefante, ou não puderam ser estabelecidas 
com certeza (172 ou 173-Asn) . 

A comparação da seqüência ex: A proposta 
para o peixe-boi com o conjunto de dados das 

cadeias ex: A de outros mamíferos estudados, 
como mostra a Tabela 1, facilmente revela 
que, de fato, as cadeias ex: A do peixe-boi , 
· hyrax " e elefante compartilharam de um cer
to número de substituições únicas . Parece 
que as substituições 70 Lys -+ Gln. 72 Vai -
Leu, 74 Phe-. Leu e 142 Ser -+ Cys são carac· 
te:rísticas para as seqüências ex: A de Paenun
gulata, embora as duas últimas seqüências 
também ocorram como substituições indepen· 
dentes e paralelas no tamanduá e no homem, 
respectivamente. 

A seqüência ex: A do peixe-boi pode ser 
conectada à árvore de cadeias ex: A de 17 ma
míferos, anteriormente publicada, como mos· 
tra a Figura 2. Essa árvore ainda não contém 
as seqüências mais recentemente analisadas, 
das preguiças, do tamanduá e do pangolim, 
que estão incluídas na Tabela 1 . A construção 

c 1 • , ' " ' , 1 1 1 1 , 1 1 1 1 t 
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TABELA I - Resumo das posições fllogeneticamente informativas das sequencras ex: A de mamíferos, isto é. posl· 
ções cujas substituições ocorrem em, pelo menos. duas espécies investigadas. Os nomes completos das espécies 
podem ser encontrados em De Jong et ai., 1977 e 1981 . As linhas verticais indicam onde os radicais são idênti
cos à seqüência mais alta . O ramo Paenungulata é determinado pelas substituições nas posições indicadas por se· 
tas ( " ) A r~otação de uma só letra, para aminoácidos, foi utilizada A = Aia; C Cys; D= Asp; E= Giu . F= Phe; 
G=Giy: H=His ~ l=lle: K= Lys; L Leu: M = Met; N= Asn, P= Pro; O= Gin; R Arg; S= Ser; T=Thr, V= Val: 

Y = Tyr; (-) indica anulação. 
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das árvores fi logenéticas desse conjunto de 
seqüências ex:: A por computador, será apresen
toda em outra publicação (De Jong et. a/., 
1981). Pode mencionar-se também que essa 
análise 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 árvore apresentada, na Figura 2, repre
senta os elefantes como sendo o primeiro ra-

MILHÕES 
OE ANOS 

o 

50 

100 

250 

300 

mo dos Paenungulata, sugerindo uma relação 
mais próxima entre o "hyrax" e o peixe-boi. 
Isso se deve à presença de 72-Leu na cadeia 
ex:: A do "hyrax" e do peixe-boi mas não na do 
elefante. Há algumas indicações morfológicas 
de que, na realidade, o peixe-boi está mais 
proximamente relacionado aos elefantes do 
que aos "hyraxes" (McKenna, 1975) . Se isso 
for verdade, deve-se admitir uma substituição 
retrógrada de 72 Leu ~ Vai na cadeia ex:: A do 
elefante, ou duas substituições paralelas 72 

Fig. 2 - Arvore fílogenética das cadeias do ex:: cristalina A. A seqüência ex:: A do peixe-boi foi adicionada em 
base dos dados fornecidos na Tabela I, à árvore anteriormente publicada (De Jong et ai., 1977) . Essa árvore foi 
construída, através do uso de computador a partir das diferenças entre seqüências de cadeias ex:: A de mamí
feros, minimizando o número de substituições necessárias à sua evolução. Todos os outros padrões da ramificação 
entre as cadeias ex:: A dos mamiferos poderão requerer mais substituições do que as adotadas nessa árvore. Os 
comprirllentos dos ramos estão expressos nas substituições; os valores fracionais aparecem onde há dúvida. como 
para o radical do ancestral no nó. Os tempos de divergência (em milhões de anos) são estimados com base em 

dados paleontológicos. 
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Vai --+ Leu no "hyrax" e no peixe-boi, para con
sequentemente, mudar o padrão de ramifica
ç~o do Paenungulata mostrada na Figura 2. 

AGRADECIMENTOS 

Somos muito gratos ao Dr. R. C. Best 
(INPA). Manaus, por fornecer as lentes de pei
xes-bois. A Srta. Marlies Versteeg amavel
mente realizou as análises de vários aminoáci
dos e Megumi Yamakoshi (INPA), Manaus, 
traduziu o texto para o português. Este tra
balho foi patrocinado, em parte, pela Ne
therlands Foundation for Chemical Research 
(SON). 

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 ex: A crystallin of the 
eye lenses o f these animais. The analysis confirms 
the monophyletic origin of the orders Hyracoidea, Si
renia and Proboscídea 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 -p Vai 
In the elephant ex: A chain or two parallel substitutions 
72 Vai ...-. Leu in the hyrax and manatee . 
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