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Introdu cdo geral

Os peixes-bois pertencem a ordem Sirenia, composta por mamiferos
exclusivamenteaguéticos que fveram suaorigem a cerca de50 milhdesde anos atras,
durante o periodo Terci&rio. Possvelmente representam um dos primeiros ramos da
linha de mamferos placent&ios que ocuparam o ambiente aquéatico e 0s Unicosa
praticarem herbivoria (Best, 1984a). Atualmente esta ordem esta dividida em duas
familias distintas: Dugongidaee Trichechidae (Domming e Magor, 1978). O Unico
representantevivente dafamilia Dugongidaeé o Dugongdugon(Marshet al., 1986. A
familia Trichedchidae inclui trés espé&ies de peixes-bois: Trichedus inungus,
Trichechus manatug Trichedhus seegalenss.

O peixe-boi daAmazdnia Trichechus inunguigNatterer, 1883) € 0 menor entre
os sirénios, medindona idade adulta aproximadamentetrés metros de comprimento e
pesando até 450 kg (Rosas, 1994). A fémeade T.inungus tem um urico filhote no
intervalo de 2,5a 5 anos, apos gestacd de aproximadamente 2 mess, sugerindo
sinadonizac® entre o estro e a disponibidade dealimento (Best, 1982. O peixe-boi
filhote é amamentado por pelo menosdois anos (da Silva et al., 2000), e mama
frequentemente acada hora, sendo quecada amamenticé® dura em médiadois minutos,
ocorrendo no inervalo entreumarespracéo eoutra (Ronald et al., 1978.

Estaespécie é endémica da kacia amazdnica, podendo ser encontrada desde o0s
rios da Colémbia, Peru e Equador até a Ilha de Margjé no Para - Brasil (Domming,
1981; Best, 1984, sendo que a suadistribuicdo esta diretanmente relacionada com a
disponiblidade dealimento, com o regme decheias e vazantese aausértia de aguas

com forte correnteza (Best, 1984 ;Rosas, 1994



De amrdo com a classficag@® da Unido Internacional para a Consevaggo da
Natureza o T. inungus € consicerado espéde vulneavel a extingdo (IUCN, 2016. O
statusde consevacdo deste mamikero aquatico se deve a varios fatores, principalmente
a ca@ comercial no século passado,a baixa taxareprodutiva da espéie e a perda de
habitat (Rosas, 1994; da Silva et al., 2008). Amsar de esta espé&ie %r, no Brasil,
oficialmente potegida por lei desde 1967(Lei de Protec® a Fauna, N° 5197, de 03de
jareiro de 1967; Portaria N° 3481 de 31 de maio del973e Portaria N°. 011, de 21 de
fevereiro de 1986, ela continua €ndo cacada tanto para subsstércia dos povos
ribeirinhos da Amazdnia quanto para o mercado ilegal de carne que ocorre res feiras
municipais.

Segundo relatos de pescadores no Lago Amana (Rio Japurd), as fémeas de
peixe-boi sdo preferencialmentecacadas devido ao seu elevado teor de gordura, o que
rendeumaquantidade maior de mixira (comidatipicapreparada com carne e gordura de
peixe-boi) e gordura (daSilva, comuricaca pessod). Asscaciado a essapreferéncia, via
de rgyra, fémeas com filhotes sdo mais vulneraveis a cacga pois as crias necesstam vir
com maior frequéncia a superficie para resprar (Bestet al., 1983.

Com a maecacala, o filhote &fédo ndo tem condicdes de sobeviver. Os
filhotes que $o resgatados, por meiode denuncias ou entregues aos 6rgaos de dfesa,
s80 encaminhados aos criadouos congervacionistas ou centros de pesquisa, e recebem
os cuidadosnecess&ios a suasobevivéncia. No labaratério de Mamitros Aquéticos
(LMA) do INPA, essesanimais geralmente chegam muito estressados,apresentardo
diferentes deficiéncias nutricionais e problemas clinicos diversos como, por exemplo,
desnutrcéo, septicemia e ferimentogtraumas(da Silva, 1999. Os filhotes chegam com
idades variadas, sendo a grande maiaria anda lactente. Isto torna areabilitacéo ainda

mais complexa, umavez que nestafaixa etéria uma nutricdo adequada € fundamengl,



poistodosos nutrientesde queo filhote precisa estapresente em um alimento essereial

asuavida, o kite materno.

Composicgéo nutricional do leite

O leite € 0 produto da seaecéo dasglandubs mandrias e possui afuncéo
primordial de alimentr o filhote de mamikro (Peeda, 2006). Trata-se de um produto
equilibrado e composto por um sistema de miticomponengs (proteinas, lipidec,
caboidratos, viaminas e sais minerais). Estescomponents estdo gparados com
fungdes parcialmente soteposts nutrindo filhotes e favorecendo o crescimento da
microbiota intestinal simbidtica e transmitindo munidade passiva (Jenness e Sloan,
1970).

Essa secrecdcontém mais de 100subséancias assocadas e esta em emulséo
comoa gordura, porexemplo, em suspendd nocaso s caseinasligadas a sais minerais
ou em dissolucdo verdadeira como, por exemplo, a lactose,as vitaminas hidrossduveis,
as proteiras do soro e alguns sais minerais (Paeda, 2005. Estes nutrientes sdo
gustados em termos de quantidade e composcéo para cada especie animal (Badla,
1980; Trorco, 1996.

Apesar da importancia de seconhecer a composiggo nutricional do leite das
espeies de mamieros, poucos sd0 0s trabalhos que avaliaram esse parametro @ra
sirénios. Estudosdeterminando o teor nutricional do leite destes animais devem-se
principalmente a Bachman e Irvine (19®), que analisaram cinco amogras de leitede
uma fémea dopeixe-boi da Florida (Trichechus manatuslatirostris) e descreveram a
seguinte compos¢ao lactea: &gua, 70,50%; matria ca 29,50 %; lipideos 21,40%;
proteires, 8,90% e carboidratos 0, 29%%. Os autores relataram ainda a auséria de

lactose no leite esta espéde.
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No estudo realizado por Pervaiz e Brew (1985) avaliando a composigo do leite
do golfinhoi nariz-de-garrafa (Tursiopstruncatis) e doleite dopeixe-boi daFlérida foi
obsevado que tantono leite do peixe-boi quanto no leite do golfinho os niveis de
proteiras e lipideos eram bastante elevados. Apesar disso, neste estudo, o leite do
golfinho continha uma média de 2,2% daqicares neutros, essemialmente lactose,
enquanto que ras amodras de leite do peixe-boi mainho, a média foide 0,6% de
aqicares neutros. Contudo andlises redizadas pela técnica decromatografia liquidade
alta eficiéncia - HPLC indicou a presenca debaixos niveis de lactosejuntamentecom
oligoss&arideos no &ite do T. manatus

Vergara et al. (20), trabalhando com o pixe-boi mainho das Antilhas
(Trichechus manatusmanats) em cdiveiro, coletou duas amodras de leite de uma
fémea latante, com filhote de aproximadamente ummés de vida. A composigo
nutricional destasamodras era de 5,25%de proteinas;17,40%de lipidecs; 125,00mg
de cdcio e 105,00mg de fosgoro. Os autores ndo detectaram a presenca de lactose
corroborando os resutados obsevados para o peixe-boi daFlérida (Bachmane Irvine,
1979.

Barbosa et al. (2011) avaliando os teares de agua, gordura, proteina, cinzas e
energia bruta no leite do peixe-boi da Amezdnia em diferentes estagios de lactacéo
encontram variagdo no teor de umidade de 68,55- 82,1%, na gordura a variagdo entre
8,76 e 19,730, a poteha kruta que ariou de 424 - 10,47% e Bs cinzas a \variagéo
encontrada foi de 0,83 - 1,38%. Além disso, 0s teares de gordura e energia bruta
aumentram ao longo da latagdo. Os teaes de umdade, proteina lbbuta, soidos
totais e energia bruta foram significaivamente diérentes entre as fémeas lactantes
andlisadas. A fémea mitipara apresentou diferenca atamerte significativa para os

teares de umidade e proteinado leite, sugerindo que oaumentodo niumeo parturices



promove um inaemento proteico no leite, fato comprovado em outras espédes. Néo
houve Eelacd® spnificaiva entre 0 peso e o comprimento dos filhotes com os
components do leite analisados. N&o foi detectada diferenga significativa nos
teares doscomponengs do kite de fémess lactentes comfilhotes nachos.

Apesar dosesforcos em conhecer o leite desirénios pouco se sabe a respeato das
caracteristicas bioquimicas em relacdo a qualidade nutrcional do leite de gixes-boisda
Amazonia. Tais conhedmentos possbilitam o aperfeicoamentona elabaracéo de diets

lacteas alequadas a espécie em questdo  em cativeiro.
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Objetivos

Geral

Avaliar bioguimica e proteomicamente o colostro e o leite do peixe-boi da

Amazdnia no intuito de aperfeicoar 0 suedaneo lacteo faneddo aos animais em

cdiveiro.

Espedficos

1.

Avaliar a composi@o de aminodddos do cologro de T. inungus nas 24 e 48

horas afds o rascimento.

Compear a compostdo de aminoaddoslivres e proteicos no cologro de peixe-

boi daAmazdnia

Pesquisr as proteinasmajoritérias no cologro de T. inungus nas primeras 24

horas delactacéo.
Determinar a composig@o em amino&idos do leite mdurodeT. inungus.

Verificar a variagdo ontogénica na composi@o de aminoacidos e no leite ao

longo dos dois aws de &ctacéo.

Avaliar as variagdes ha composi@o de aminoacidos em trés lactacdes distintas

deuma nesmafémea.

Compaar a composigo de aminoaddos leite maduo e no cologro de peixe-boi

daAmazbnia.

Compear a composig¢o de aminoaddos no leite de Peixe-boi da Amazbniae

no suedaneo ladeo fornecido attalmente aos aimais Gtivos.

Pesquisr as proteinasmajaritérias no leite maduro de T. inungus no primeiro

més devida dofilhote
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Caracterizacao protebOmica e

composicdo em aminoacidos do
colostro de peixe-boi da Amazonia

(Trichechusinunguis) em cativeiro
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RESUMO

O peixe-boi da Amazdnia é um mamifero aquéatico que possuia placenta do tipo zonéria

e endotéliocaial. Essaconformacéo placentéria bloqueia parcialmentea passsgem de
anticorpos aumenando a recessdade de imgestdo imediata docologro pelos filhotes.
Neste contexto, conhecer as propriedades da composigo bioquimica do cologro deste
mamifero aquético € muto importante para a compreensdo dafisiologia daespéie e para
gue sjam orientadss medichs de mangjo para garantir a salde dos T.inungus em
cdiveiro nas primeiras fases do esenvolvimenb. O objetivodesteestudofoi caraderizar
as proteires e a composicdo em aminoécidos no cologro do peixe-boi da Amezdnia
Trichechusinungus mantido em cativeiro. Foram coletadas, duas amodras de cologro de
uma Emea cativa no Centro de Preservacd e Pesquisade Mamiferos Aquéticos,
Balbina-AM, em dois diasconsecutivos, correspondendo as primeiras 24 e 48 horas ap0s
0 parto. Os aminoaddos protecos e livres do colodro fiin natu r dodam analisadospor
Crometografia Liquida de Alta Hiciéncia por troca ibrica As proteinas foram
determinadas por meio de SDS PASE seguida por anaise MALDI-TOF-MS. Os
aminoaddos maisabundantes nocologro nas primeiras 24 hoas foram: acido glutamico
(20,4%) e polina (13,7%). Os aminoaddos disponiveisem menor quantidade faram:
arginina (0,%6), glicina (1,1%). O a&ddo aspatico e aserina foram os aminocaddos que
sofreram os maiores deaéscimos em suasconcentragoes totais entre as amostras de 24 e
48 horas (reducéo de 6,4% e 0.9% respectivamente) apdso parto. Os aminoaddos livres
mais abundantes no cologro foram o addo aspartico (18%) e a polina (15%). Foram
identificadas quatro proteinas majaritarias no colodro (somabumina bovina,
Apolipoproeina E, praeina dedo de zinco ea proteinaDREBRIN) e um polipeptidio rico
em prolina e serina. O cologdro para esta espéde ndo parece estar relacionado com
a furcdo espedfica de tensnitir imunidade, mas de atuar como um promaor do
desenvolvimerto imunoldgico do filhote fornecendo subddios necessrios cgpazes de
garantir a sirteseda propria imunidade daneonato. Além disso, as proteinas identificadas
neste trabalho sugerem preparar 0 recém-nascido para megbolizar leite maduro, rico em
lipideose fornecendo subsidos pra o desenvolvimento rurolégico dorecém-nascido.

PALA VRAS-CHAVE: Lactacdo; Bioquimicaz Mamifero de &agua doce
Imunizacé.
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ABSTRACT

The Amazon maretee is an aquatic mammalthat pos®ssesthe placenta of the zonary

and endothelioclorial type. This placental conformation partially blocksthe passge of

antibodies,increasing the need for immedate cologrum intake by the offspring. In this

context, knowing the biochemicd composiion properties of the cologrum of this

aquatic mammal is very important for the understanding of the physiology of the

species and for guiding maregement measures to guarantee the hedth of captive

T.inunguis in theealy stages of development. The objective of this study was to
characterize the proteins and amino add composiion in the colostrum of the

Amazonian maatee Trichechusinungus kept in cgptivity. Two samples of cologrum

from a captive femalewere colleded at the Genter for the Preservation and Reseach of

Aguatic Mammals,Balbina-AM, ontwo conseautive days, correspondng to thefirst 24

and 48 hoursafter delivery. Protein and free amino adds from "in nature" cologrum

were analyzed by High Efficiency Liquid Chromatagraphy by ion exchange. Proteins

were determined by means of SDS PAGE followed by MALDI-TOF-MS analysis. The

most abundant amino acids in cologrum in the first 24 hours were: glutamic aad

(204%) and proline (137%). The lowest available amino aads were: arginine (0.9%6),

glycine (1.1%). Aspartic aad and serine were the amino adds that suffered the greaest

deaeases in their total concentrations between the amples of 24 and 48 hours
(reduction of 6.4% and 0.%%, respectively) after delivery. The most abuncant free

amino adds in cologrum were aspartic acid (18%) and proline (15%). Four major

proteinswere identified in cologrum (bovine serum albumin, ApolipoproteinE, zinc

finger protein and DREBRIN protein) and a polypeptide rich in proline and serine.

Colostrum for this species does not appea to be related to the specific function of

transmtting immunty but rather to ad as a promaer of the infant's immune
development by providing necessary subsdies capable of ensuring the synthesisof the

infant's own immunity. In addition, the proteins identified in this study suggest

preparing the newborn to metabolize mature, lipid-rich milk and providing subsdiesfor

the reonatal development of thenewborn.

KEYWORDS: Lactation; Biochemistry; Fresh water mammad;
Imunzation
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1. INTRODUCAO

O peixe-boi da AnmezOnia é endémico da bacia amazbnica e encontra-se
ameacado de extincdo, estandoclassificado como espéie fiVulneravel ¢QIUCN, 201).
T.inungus possli baixa taxa reprodutva e sua gestagédp dura de 11 a 12 mess
(Nascimento et al., 20@2), quando geralmente nasce apenas um filhote a cada quatro
anos (Best, 1984).

Estaespecie possuia plcenta dotipo zonéria e endotéliocagial, ssmehante ao
seu parente filogenetico mais préximo,defantes (Carter et al., 2009. De acordo com
Carter e Enders (2013),estaconformacdo placenté&ria esta assocadaa umlongo periodo
de gestazdo, pegquenas ninhads e filhotes precces que demandam maiores cuidados
durante as primeiras etapas do desenvolvimento. Entretarto, a placenta zonéaria e
endotéliocaial possui elevado nameo de camadas placentérias, bloquendo a
passagem de anticorpos da nBe para o feto (Carter e Enders, 2013) Isso pode
compromeer gravementea homeostasedo neonato, uma vez que este a0 nascer esta
susetivel ainfecg@es microbianas (Tizard 2002).

Na maiagia das esp&ies de mamiéros faz-se necessdia a ingestdoimediata do
cologro, fluido rico em nutrientes, secretado pela glandulamamaria de mamikros do
sexo feminino, durante as primeiras 24-48 horas e apdso parto, no irtuito deassegurar a
salde dofilhote, devido a transmissaopassva de munidade(Bernabucci et al., 2013).

Em bovinosa composc¢éo proteica do cologro é formadamajoritariamente por
imunaglobulinas (IgG, IgA e IgM), ou sea, anticorpos responsaweis pelo

reconhecimento do antigeno conferindo-lhe ao bezerro a imunidade necessaria. No
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entanto,outras proteinasessemiais para o filhote estdo disponiveisno cologro, como

por exemplo, a sor@bumina (BSA), a lisazima e a latoferrina (Sgarbieri, 2004). O

cologro tamk®m possuihorménios,fatores de crescimento e outras enzimas, 0S quais

desempentam atividades assocadas a matwacdo do trato digestorio e de outros
sistemes, desemperhando importante papel no crescimento e desenvolvimento do
neonato (Odleet al., 1999.

Destaforma, tanto osamino&cidos queintegram as proteinas qanto os ge estao
livres na soluéo coloidal, que $0 disponiblizados no cologro e entdo repassadoda
mée pra o filhote aravés do cologro, 0 essemiais para 0 desenvolvimento
imunoldgico da cria nestafase primordial da vida (Wu e Knabe 1994; Csapo-Kiss et
a., 1995. Emsirtese, o cologro por possiur elemenbs que modlam o sistemaimune
do neonato, tem a funcd de fornecer elementos que potegerdo o recém-nascido
enquanto este desenvolve sua pdpria munidade(Chirico et al., 2008). Isso evidercia a
importancia das pesquias relacionadas aocologro em diferentes mamiéros.

Apesar disso, Nofs et al. (2013) estudando onivel de anticorpos séricos de
elefantes(Elephas maximus) recém-nascidos antes de receberem o cologro, verificaram
gue ocologro néo parece s o principal resporsavel pela transnissdo maarno-fetal de
imunidade uma \ez que o0s recém-nascidos tinham toxoide antitetanico e anti-raiva
equivalentes ou mais elevadosdo que ostitulos de suasmées desdeo nascimento até
caca dos 3 mess de idade, sugerindoque a mair parte da transferéncia imunidade
materno-fetal em ekfantes, acorradeformatranspbcentéria.

Entretanto, no caso de peixes-boi, réo existem informacbes a respeato das
propriedades do cologro, uma ez que a obtegdo de amodras desta secrecdo € rara,

mesmo de animais mantidos em cativeiro.
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Neste contexto, o conhecimentala composicdo biogumica do colostro deste
mamifero aquatico é muito importante para acompreensdo da fisidogia lactea desta
esp&ie auxiliando nos estudos de reavilitac® e manuencdo do peixe-boi em
cdiveiro e por consequéncia na sua consevacd®. O objetivou deste estudo foi
caacterizar as proteires e acomposi@ em aminodddos no cologro do peixe-boi da

AmazOniaem cativeiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

2.1.1. Coleta de material bioldgico

Colostro: Foram coletadas duas amostrasde colostrode uma fémea de peixe-boi
da Amazbnia cativa no Centro de Pregrvacdo e Resquisa de Mamiferos
Aqudicos, Balbina, AM, em dois dias consecutivos mrrespondendo as primeras
24 e 48 horas apGs o pato (Tabda 1). O material foi coletado por ordenha
manud das mamas higienizada com solucdo de alcool iodado a 30% e scas

com pgoel todha descartavel. As amostras foram acondicionadas em tubaos

plagicos Eppendaf®, lacradas, identificadas e mantidas congeladas (-ZOOC) aé a

andise.
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Tabela 1: Dados dadémea de peixeboi da Amazaia lactante estudala.

Data de
Fémea Parturicao nascimento do
filhote

Quantidade de Dados das
amostras amostras

2° dia de
lactacao (24
horas pos
parto)
3°dia de
lactacdo (48
horas pos
parto)

Laia Primipara 05/12/D11 02

2.2. Analise domaterial biologico

O matrial coletado foi analisado na Central de Sequenciamento de Proteinas do
Laboratério de Quimica e Fungéo de Proteinase PeptideosLQFPP da Universidade Estadal
do Norte FluminenseDarcy Ribeiro i UENF de acordo com o metodologia proposta por Allen

1989.

2.3.1. Metodologia para aaliseda composi¢caale amino&idos

2.3.1.1.Civagem:

Foram aliquotadoscercade 50uL das amodras fin naturad. As amodras foram diluidas
em 50 pL em solu@o de HCI 12 M (Sigma Aldrich). Ega solugo foi depositadaem

frasco de vidro React vial®, vedado e colocado em banho de arela porcerca de 90minutosa

uma tempratura de 15°C. Em seguida as amodras foram secas sob gés nitrogénio e

ressuspendidam 1000uL de HCI 0,001 M, filtr ada earmazenada para poserior andlise. As
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amodras clivadas e ressupendidas, foram entdo diuidasem proporgo 1:50em HCI 0,001 M
aplicados20 pL no analisador de aminoaddos.

2.3.1.2. Aminoédoslivres:

Foram aliquotadoscerca de 10 puL das amodras fin natura 0 As amodras foram
diluidasna proporcéo 1:100em soluggo de HCI 0,001 M, filtr ada e armazenada para poserior
andlise. As amodras diluidase filtradas, foram novamerte diuidasna poporgdo 1:1@® e

aplicados 20uL no analisador de aminoaddos.

2.3.1.3. Métodocromatogrdico

As amodras foram analisadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
Shimadzu LC-10AD seguindo o manual de indrucbes do equiparmento (SHIMADZU
CORPORATION, 1993, equipado com coluna de toca caidnica Shimadzu Shim-padk

Amino-Nade4,6 x100 mme detector de fluorescéncia

Para eluicdo foi empregado um gradiente crescente de pH, constiuido por tam@o
citrato de sodio, kit Shimadzu, tipo NA, formadopelas solucdes AA-MA, AA- MB, AA-MC.
Osaminoacidos foram detectadospor fluorescéncia de excitac@®/emisgio de 350nme 450nm,
respectivamente, utilizando derivatizag® poés-coluna em uma soluéo 0,08% de
ortoftaldialdeido (OPA) em tampéocarboreto de sddio.A prolina foi cetectada em soluggo de
hipoclarito. A compostado quimica das solug@es esta descrita na talela 2. A tempeaatura da
colunafoi de 60C, o fluxo dee€lui¢cdo 0,5 mL/min. O tempo decorrida foi de 45 mn.

A coluna C18 foi padronizada com uma mistura de aminoaddos para hidrdise de
proteires (Sigma Aldrich A9781) consttuida deadddo aspatico (Asn), acido glutéamico (GlIn),

treonina {Thr), prolina (Prg, glicina (Gly), alanina @Ala), valina (Val), leucina (Leu), tirosina
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(Tyr), fenilalanina (Phg lisina (Lys), arginina (Arg), serina (Se), isolewina (Il€). Foram

aplicados 500 moles decadaaminoaddo.

Tabela 02: Caracteristicagjuimicas dos reagentes (fase mével) usados para €eluicéo

dosaminoaddosno cologro de T.inungus.

Caracteristicas Unidade Solucgbes para reacao
Pré-coluna
AA-MA AA-MC
Normalidade - 0,20 0,20
pH - 3,20 (ndo gjustar)
Citrato desodioH,0, (9) 58,8 -
Hidréxido de sodio (9) - 4,0
Acido bdrico (9) - -
Etarol (mL) 210,0 -
Acido peclorico (60%) (mL) 50,0
NaOH (mL) - -
Volumefinal (mL) 3.000 500
OPA  Hipoclorito
Carbonao de sodio (9) 20,4 20,4
Acido borco (9) 6,8 6,8
Sulfato de poésso (9) 9,4 9,4
Ortoftaldialdeido (OPA) (mg) 400 -
Hipoclorito desadio (mL) - 0,20
Etarol (mL) 7,0 -
Umercapetanol (mL) 1,0 -
Brij-35 (10%) (mL) 2,0 -
Volumefinal (mL) 500 500
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2.3.2. Avaliacao danatureza proteica do colosto de peixe-boi da Amazdnia

Com a finalidade de entencer os aspectos funcionais das proteires do colostro
nas primeiras 24 horas pés-parto destaespéie em cativeiro, estasforamfracionada por
eletroforese em gel de poliaailamida (15%) e as bandas majoritérias identificadas por

espectrometriade massa.O experimento consisiu em

2.3.2.1.Ktracao proteca

Foram separados 500 pL de amodra de colodro e redlizado o procedimento
de rtiradada gordura, ondea amodra foi centrifugadaa 6000rpm por 30 minutosa 4
°C. N&o foi necessério repetir o procedimento. Em seguida o sobenadante foi separado
do predpitado ecolocado em microtubos diferentes. A amostrafoi diluidaem agua

destilada na proporgo 1:6. O material foi congelado a -20°C e armaznado até a

preparacéo doSDS- PAGE.

2.2.2.2 Eletroforese unidimensional em gel de polacrilamida usando

dodkedlsulfato de sddie@m condicdes desnaturanes (SDS-PAGE)

As amodras de colodro foram processa@ds em gel de polacrilamida 15%
empregando-se 0 métado descrito por Laemmli (1970). Foi menswado 6 pL das
amodras de cologro delipidadae diluidaem agua destiladg entdo adicionaramse 8 L
em tam@o de amodra com SDS (SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), Tris HCI 0,125M
pH 6,8) e b-mercgptodanol e mantidasem fervura em banho-maria por 3 minutos.

Em seguida as amostas foram aplicadas em lacunas de aplicagédo de amodra (pocos).
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A migracdo eletroforética das proteiras foi realizada em um sistema de
eletroforese Mini Protean |11 Bio-Rad utilizando placas de vdro com espagador del,00
mm a tem@ratura ambiente e votagem constnte de50 V no sistemaHoefer®. Em
seguida os géis foram coradoscom umasolugo de azul brilhante de Coomasie R-250
0,1%em Metanol40% e &cido acéico a 10% (REISNER, 1984) e descoradoscomuma
soluc@o de Metanol (40%) e &cido acético (10%) para removero excessodo corante. Os
géis foram fotografados com maguina dgital e asimagens obtidas foram guardadas para
determinac® da massa moleaular a partir da distancia de migragdo das bandas de
proteires usamo o marcador de peso moleaular colorido (Rainbow moleaular weight

marker, Amersham Life Science Arlington Heights, IL) novolume de 5 L.

2.2.2.3. Espdrometria de MassagMS)

As bandas proteicas majoritaias visualizadas por eletroforese foram recortadas do
gel com o auxilio de uma lamina de bisturi estéeo e colocadas em microtubosde 1,5
mL com solucdo descorante de bicarbonato de andnia 25mM e 50% de acetonitrila

(ACN) por 24 horas a 53 .

Posteriormente, a solucédo foi retirada dos microtubos e colocado 350 puL de agua
ultrapua por 5 minutos; passado este tempo, rei®wa agua ultrapura, e em seguida
adicionouse ACN 100% e procedeme a incubacdo dos microtubos a temperatura
ambiente por 20 min (até que os pedacos de gel ficassem opacos); finalmente, a ACN foi
removia totimente em centrifuga evaporadora a VASREED VA® a 30°C por 60 min.
Posteriormente foi realizado processo de digestdo, no qual os pedacos de gel foram
reidratados com uma solucéo de tripsina (33 ng/pL) de forma alosk®iincubados a 37

°C por 24 h.
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ApOs a digestdo enzimatica das bandas proteicas os peptideos foram extraidos pela
adicdo de 25 pL de umasolugio 50% ACN e 5% addo trifluoracéico (TFA) e agitagdo
por 30 min. A solug com o0s peptideos foi removida para um novo microtubo e
repetido o processo anterior até obter um volume final de 50 pL; finalmente, esta

solugo foi concentradaem 10puL no Speed Vac® a30  por40 min.

Posteriormente a este processamento, 0s peptideos foram dessalinizados,
concentrados eurificados por cromatografia em microcoluna C18 Zip-Tip® Pipette -
ATipsd  (lipbire). Ostipsforam ativadoscom ACN, equilibradoscom solugo de TFA
0,1% (v/v) em &guaultrapura (TEDIA). A amodrafoi aspradae dispensdapor 8 ciclos
seguidos, poseriorment, o tip foi lavado com a soluggo de TFA 0,1% (v/v) em &gua
ultrapura. Os peptideos retidos no ip foram eluidos com solugo de eluicdo (60%
ACN/0,1%TFA/égua ulrapura) edepositadosem frascos de vdro para cromatografia
esté&il (vials) paraserem analisados porespedrometria de masss.

Os peptideos gerados foram separadosem nancACQUITY UPLC, colunatrap C18
5 mm (180 umx 20 mm) a 5mL/min durante 3 minutose degpoisa umacolunaanalitica
de fase reversa nanoAcquity HSS T3 1,8 (100 mm x 100 mm ) a 600 nL / min, em
temperatura 60°C. Para a eluicéo dos peptideos um gradiente binaio foi utilizado
consttuido de fase moel A 0,1% acido formico e fase movelB 0,1% deaddo formico
em acdonitrila em um gradiente deaté 85% deB em tempototal de 10809 minutos.A
espectrometria de massasfoi redizada em espedrémetro de masas Synapt G2-Si
HDMS (Waters, Mancheste, UK) em modo ES-LC-MS/MS. Os espectros adquiridos
foram processados e as informagbes pareadas com banco de ddos do software
Progenesis QI for Proteomics Software V.2.0 (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK)
base dedados UniProt/Bos Taurus e Trichechus sp. Informagdes adicionais foram

obtidas em software Blast2Go.
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Anélise estatistica

Para analise dos dados obtidos a partir dos cromatayramas no analisador de
aminodddos utilizou-se a andlise de variancia com um critério (ANOVA) aplicando o
Software Bioestt i versdo 5.3. Esseteste estatitico foi empregado para werifica a
variacdo de cada aminoécido contido no cologro de mixe-boi da Anmezdnia (variavel
dependente) em funcdo das variaveis independentes; variagdo da composigo do
cologtro no2° e 3°dia de lactagéo; compaar a composi@o de aminoaddos prontanente
disponiveisno cologro (aminoaddos livres) aos aminoaddos totais (hidrolisado +
livres). O testea poseriore de Tukey foi empregado para comparar 0s lesukados que
apresentaram variagdes significdivas. Para tbdos o0s test estat&ticos empregados

adotau-se 0 nivel de dedsao de 95% (p=0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Analiseda composicaale amino&idos

Emrelacd as andlises cromataréficas, 0 aninoaddo de maiorabundancia no
cologtro res primeiras 24 horas ap6so parto foi o &cido glutamico (204%), seguido da
Prolina (137%) e doécido aspartico (9,%6). Ja os aminoaddos arginina (0,%%0), glicina
(1,1%), serina (1,2%) e histidina (1,5%) foram os que apresentaram menor quantidade
dentre os componengs analisados nessaamodra. Nas amodras de 48 horas apds o
parto, os amincaddos em maior quantidade no cologro foram: addo glutamico
(20,1%), prolina (16%) e valina (10,/%). Entretanb, os aminoaddos pesentes em
menorquantidade foram a seaina (0,3%), arginina(0,8%), glicina ehistidina (1,2%6).

A quantidade total de aminocaddos essemiais foi de 46,5% enquanto que a
guantidade de aminoacidodo essermiais foi de 56,1 %nas primeiras 24 horas de
ladacdo. Houve um incremento em aminocaddos essertiais valina (1,6%) leucine
(1%) e lisina (1%) quando se compaou a composig@o de amincaddos nas amodras de
24 e 48horas aposo parto. No quediz respeito a amincaddos ndo essaciais, somente
osteores de prolina (2,3%) tirosina(1%) e alanina (2,1%}Yiveram um aaéscimo entre
24 e 48 horas. O addo aspartico e a serina foram os amincaddos que soferam as
maiores variacbes em suascomposcoes entre as duas amostras (24 e 48 hoas). Os
aminoaddos glicina, metionina, isoleucina, fenilalaning, histidina, lisina e arginina ndo

sofreram  variagdes na sua composigo dumnte o priodo estuckdo.
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Tabela 3: Composiéo de aminoaddos no cologtro nas primeiras 24" e 48 horas ap6so

parto em compaac& com o perfil de amino4ddos livres  em peixes-boi da Amazonia

(Trichechus inungis) emcativeiro.

Aminoécidos %) 24horaspés-parto’ 48horaspds-parto Aminoécidos livres

Essencial
Phe 5.0 4.8 5.11
His 1.5 1.2 3.88
Lys 8.5 9.5 8.42
Val 9.1 10.7 9.17
Met 2.2 2.4 3.01
lle 5.4 5.4 5.62
Leu 9.1 10.1 8.57
Thr 2.7 2.0 2.39
Né&o essencial
Asx 9.9 3.5 8.12
Ser 1.2 0.3 0.09
Glx 20.4 20.1 18.09
Pro 13.7 16.0 15.44
Gly 11 1.2 1.06
Ala 6.6 8.7 6.13
Tyr 2.3 3.3 4.07
Arg 0.9 0.8 0.83

" Compaado estatiticamentepor neio deandlisedevariancia (ANOVA).
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Grafico 1: Compaacéo do teor de aminoaddos no cologro entre as primeiras 24 e 48 horas apds o
parto por meio deandlise de variancia (ANOVA). *NS: ndo spnificativo; p<0.05: sgnificativo;

p<0.01: altarante sgnificaivo.

O perfil de aminocaddos livres foi muito préximo aquele dos aminoacidos
presentes em proteinas, sendo que as principais diferencas foram obsevadas para
sering, higtidina, metiorina e tirosina Grafico 2). Destaa-seque a serina so foi
detectada assoceda a proteira, enquanto que os aminoaddos histidina, metionna e

tirosina foram encontrados prircipalmente na forma livre.
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Grafico 02: Compaacéo do teor de aminoaddos no cologro total nas primeiras 24 horas ap0so parto
e 0s aminocaddos livres no cologro por méo de analise de \ariancia (ANOVA). *NS: ndo

significativo; p<0.05: gynificativo; p<0.01: altarente sgnificativo.

3.2 ldentificacdo deproteinas nocologro por esgdrometria demassas

A partir do SDS-PAGE foi possdvel visualzar quatro spotscom maior abundamia de
proteinas (figura 1). No spotB (colostro-sobenadante) observou-se duas proteires com massa
moleaular aproximadamente de 50 KDa e no spot C (cologro- predpitado) proteiras com
massa mikeaular de aproximadamente 50,13 e 10KDa. Os espedrosoriundosdas andlises de
sequéncias peptidicas retiradas dosspotsanalisados indicaram a presenca de is proteires com

propriedades disintascontidas no cologro. Essas teires eséio demonstadas na gbela 04.
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Figura 1: Gel SDS-PAGE do cologro de peixe-boi daAmazbnia indi@ndo osspotscoletados
para a andliseem espectrometia de masss. Pogos: a marcador de peso molecular; b- cologro

sobenadante; c cologro precipitado.
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Tabela 4: Sequéncias peptidicas obtidas do cologro de peixe-boi da Amazdnia. As sequencias
foram identificadas nosbancos dedadosUniprotK B/NCBI

Banda Proteina Sequéncia Score Acesso
MPCTEDYLSLILNR
KVPQVSTPTLVEVSR
ALBU-
BOVIN HPYFYAPELLYYANK
43% BOJYQO
1 Serum AWSVAR ADLAK
albumina YICDNQDTISSK
LAADDFR
2 BOVIN KRT18 AQYDELAQK
GEVALK SLSPAEAK 100% A6H7D3
GLATDENAPPGRR
DSELINKGLATDENAPPG
ELINKGLATDENAPPGR
F2Y907 BOV  ENLLDHMKEHEGEIVNIIL
IN Zincfinger NKDHNTTLNTN
, HASDQNYNYEQVNK 58% F2Y907
protan 507
WYAYEQYGMYRCLFCS
YTCGQQR
3
LQAEAFQAR
A7YWRO
QUzCB4_BOV VEEQGNQMR 38.8%
IN Qo0zCB4
IRQQLEEVHAK
Apolipoprotein
E
G3N2L7 BOV
- DTPLAEVK QAQPTSREER
IN prolineand /5 AHLLGHPEDPESWSSPAR  74% G3N2L7
serne-rich
protein 3
Q1RMT6_BO TDAAVEMK
VI 58% Q1RMT6
4 N YVLINWVGEDVPDARK
Drebrin
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As sequéncias obtidas foram pareadas com o banco de chdosde Baos taurus e poseriormente
compaadas com o banco de dados UNIPROT/NCBI de Trichechus manatus latirostris. Estas duas
compaages foram necessdias para mnimizar possveis erros indutivos do software, entretanto o
maior nimeo de peptideos gerados apds a clivagem com tripsina edetectado noequipamento de
espectrometria de masss foi demonstiedo em proteires do banco de Bostaurus (Figura 2: 1-5). As
proteiras que fveram mais de 10% decobertura de squéncia pelos peptideos identificados foram

demonstadas natabela 04.

MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQRCP
FDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLREAMECCEKQ
EPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKY LYHHPARRAPEL
LYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLTSSARQRLRCASIQRE&ER
WSVARSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECAMIRKYICDNQDTIS
SKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAVPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFL
YEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNLIKQ
NCDQFEKLGEYGFOQNALIVRYAWRPOVSTPTLVEVSHL GKVGTRCCTKPESERCT
EDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCBEVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLF
FHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEAC
FAVEGPKLVVSTQTALA

=

Figura 2.1: Sequéncia competa de BOJYQO - ALBU-BOVIN Serum abumin de Bos
Taurus. Sequéncias em vermelho representamos peptideos identificados no presente estudo.
Os peptideos sublinhalos demonstam as sequéncias verificadas na mesma protena do

banco de Trichechus nmanatus ldirostris.
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MEEGSSVAMLVSDIGEQEAMLTAKTVISSSLEIDEQRKAKTDPLIHVIQKLSKIVEHEK
SQKCLLIGKKRPRSSAAAHSLLESQBESBAKVTQSPATDIRRAEMSQIHFTPDSPA
SDGKAMSYQCSLCKFLSSSFSVLKDHIKQHGQQNEVILMCAECHITSKSQEELEAHVVN
DHENDANSHTQSKAQQCISPTNPLCHQTSERKNETIPDIPASVDNLQTHTVQTA$VAEI
GKRRKVYAYEQYGMYRCLFCSYTCOMIBHHAWKHAGEVDCSYPIFENENEPLGLYDS
SVAAAPSGVHAVVIAIGDNELSIHNGPSVQVQICSSEPLSSESRSAEGGVHLSQSY
TLDPNEEEMLEVISDAEESLVGDSLLSSAQKIISSSPNKKGHVNVIVERLPSAEETLSQ
KHFLMNAEIEEGRLSPAEAKVCEGRGEVYHADKCTVDIGGLIIGWGNSERKLIN
KGLATDENAPPGHRAINSESLRLHSLAAEALVTMPIRAAELTRTNLGHYGNINLLDPDT
GQRQVDGAVAAYSKMMSPLKNSPEGLASFNQSNSTLVALPEGRQELADGQVKTGISMSL
LTVIEKLRERTDQNASDDDILKELQDNAQCQPNSDASLSGSSVVEYIPNAERPYRCRLC
HYSSGNKGYIKQHLRVHRQRQPYQCPICEHIADNSKDLESHMINHCKTRIYQCKQ®CEDS
FHYKSQLRNHEREQHSLPDTLSIATSNESRISSDKTDGKCVQEGNKSSVQKQYRCDVCD
YTSTTYVGVRNHRRIHNSDKPYRCSLCGYVCSHPPSLKSHNMWYRINYNYEQVAK
NDAISQSGRIRGKSSGMVLNSNEERADSLTSGSSENLVSSSELIPQAPNEVRGPNENE
KLSPASNTSKNSSLAPPGVEYCVLLFCCCICGFESESKLDHMKEHEGEIVNIIINK
DHNTTLNTN

Figura 2.2: Sequéncia competa de F2Y907 BOVIN Zinc finger protein 507 de Bos
Taurus. Sequéncias em vermelho representamos peptideos identificadosno presente estudo.
Os peptideos em negrito e sublinhadosdemonstam as sequéncias verificadas na mesma

proteinado kanco de Trichechus manatugatirostris.

MRDSEKPLLLPFIEHLLGAHNRPKIGWPIASQKMKVLWVAVVVALLAGCQADMEGELUGPEEP
LTTQQPRGKOFPWEQALGRFWDYLRWVQTLSDQVQEELLNTQVIQELTALMEETMHKEVKAY
KEELEGQLGPMAQETQARVSKELAAQARLGSDMEDLRNRLAQYRSEVQAMLGQSTEELRARM
ASHLRKLRKRLLRDADDLKKRLAVYQAGASEGAERSLSAIRERFGPLVEQGQSRAATLSTLA
GQPLLERAEAWRQKLHGRLEEVGVRAQDRIOK EEVHAKVEEQGNMRLQAEAHJR
SWFEPLVEDMQR@UANEKVQLALRPSPTSPPSENH

Figura 2.3: Sequéncia competa de Q0ZCB4 BOVIN Apo lipoprotein E de Bos Taurus.
Sequéncias em vermelho representam o0s peptideos identiftados no presente estudo. Os
peptideos sublinhadosdemonstam as sequéncias verificadas na mesm poteina dobanco de

Trichechus manatus latirostris.
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MAADEHEGPGPQLRGALGQVVKARLFPDCLEDTPPRLEGPPPHEAEPRKAKAT]
SEVTAHLSESRDRSKAVSRNAKTMLPLAGSVPRKBKAEVICLQPKILPPPAEVVA
TCVTAPRSPFEAGSLEVVATPSPAAGDAPSEDLLSQAARLLQAAEDSDGSEFQL
VLRIQRTALRQQKRKDAQIAHLLGHPEDPESWSSP3PRPPDPQGCG

HPLTPR

DPILQ

Figura 2.4: Sequéncia competa de G3N2L7_BOVIN proline and serine-rich protein
3 de Bos Taurus. Sequéncias em vermelho representam os peptideos identificados no

presente estudo.

MAGVSFSGHRLELLAAYEEVIREESAADWAIEDGSDDLKLAASGDGGLQELSGH
NQRVMYGFCSVKDSQAAKRKINWVGEDVPDARRACASHVAKMEFQGVDVIVNA
SSVEDIDAGAIGQRLSNGLARLSSPVLHRLRLREDENAEPVGTIYAXVEMRINR

EQFWEQAKKEEELRKEEERKKALDERLRFEQERMEQERQEQEERERRYRERE
RKQQTLEAEEAKRRLKEQSIFGDQRDEEEETQMKKSESEVEEAAZRIDIPREFFK

RTPNLSSSLPCSHLDSHRRMIPTPLPARSPSDSSTASTPVAEQIERALDEVTSS

PPPPPAAQETQEPSLSLDSEETSKEARAAAPQARAGPLEESPQASEPPEGQGS
MFVASTEQADLAASLEPAMAGASAADSPVADAIETDTAVADTAVANTVTPAAAS
PGNGEBEASAPQAEPRAPTPPSGAEVMLAEVPLLDEVAQEPLLPABEGSFDELPE

ASEGYFSQSQEEEFVQSEELCAKAPPPVFYNKPPEIDITCWDADPVPEEEEGFE

FE

NQIEEHR

QQERVASASAGSCDVPSPFNHRPGRPYCPFIKASDSGPSSSSSSSSSPPRTPFRYITCH

PPL
PMEEDL
[IDLW

PPATFCDPGEEVGGEPLAAPQAPTLPSALEELDQKLEPELEPEPHLLTNGETTQKEGTQ
5GD

Figura 2.5: Sequéncia competa de QIRMT6_BOVIN Drebrin de Bos Taurus.
Sequéncias em vermelho e representamos peptideos identificadosno presente estudo.Os
peptideos sublinhadosdemonstem as sequéncias verificadas na mesna poteina do

banco de Trichechus nanatus ldirostris.
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DISCUSSAO

As proteiras normalmente apresentam 20 tipos de aminoaddos sendo que para
mamikeros, de ummodo geral, sdo classificados em: Ess@édiais (Fenilalanina - Phe, Histidina-
His, Isolelwcina-Iso, Lisina- Lys, Leucina- Leu, Metionina Met, Treonina- Thr, Triptofano- Trp
e Valina - Val) e réo essenciais (Acido aspéartico- Asp, Acido glutdmico - Glu, Alanina - Ala,
Arginina- Arg, Aspaagina -Asn, Cisteina -Cis, Glicina - Gly, Glutamina- GIn, Prolina - Pro,

Seina - Ser e Tirosina- Tyr) (Nelsone Cox., 2014.

No entanto, neste estudo foram mensuados os perfis de 16 aminoacidos (Asx
(AsptAsn), Thr, Ser, GIx (Glu+GIn), Pro, Gy, Ala, Val, Met, lle, Leu, Tyr, Phe, His, Lys, Arg)
nas primeiras 24 e 48horas de amamenti¢@® do cologro depeixe-boi da Anmazdnia (Tabela 3).
Isto ocorreu devido os aminocaddos Glutamina e Asparagina srem convertidos por hidrolise
a acido glutamico e addo aspatico respectivamente, e entdo dtectados por meio de ®us
derivados 4ados. Assim, nacomposi@o em aminoaddos o teor de addo glutamico corresponde
ao somatorioGlu + Gin (GIx) e o teor deadddo aspartico o somatorioAsp + Asn (Asx). Além
disso, 0 aminoaddo triptofano é destruido por hidroliseéacida eo aminoaddo cisteina convertido
aaddo cisteico.

Na maioria dos mamiferos cologro é osecrecagroduzida nosprimeiros diasapdso
parto, sendo o da gimeira ordenha p&-parto, cinco vezes mais rico em proteire, minerais e
vitaminas do queo leite normal, que por suavez possui maiorteor de gordura. A grandeparte
dessaproteina a maigjue o cologro contémé composa de munaglobulinas, que tém funcédo
protetaa para os filhotes (Gorralez et al., 200]). Leitdes Suisscrofa domesticus, por exemplo,
guando ingerem uma twa quantidade de cologro no momento adequado, ou sga, na fase de
maior absoicdo das protehas inegras pelo enterdcitos, apresentam imunidade érica

comparavel coma da méae tantem natueza quanto emespeificid ade (Rookeet al., 2003)
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No cologro do peixe-boi da Anmezbnia, 0 &ddo glutdmico foi o aminoacido mais
abundhnte (cerca de 0%). Este aminoacido tamk@m esta disponivel em maior quantidade no
cologro de mamifros terrestres, como vaca Bos taurus (16,6%) (Wu e Knabe 1993), éguas
Equus caballus (15,6%), suinasSusscrofa donesticus (16,7%) e em leite de humanoklomo
sapens (144 %) (Davis et al., 199). Este mesma@minoaddo tambkém se destaca em quantidade
no leite do peixe-boi marinho Trichechus manatudatirostris (20,7%), e de outrosmamikros
aqudticos como o do golfinho nariz- de-garrafa Tursiops truncatus(21,7 %) (Pervaiz e Brew,
1985) e de carnivoroscomo Mustelavison (18,9%) (Fink et al., 2007).

O addo glutamico ou glutameto foi encontrado neste estudo principalmente na foma
livre, ou ®ja, ndo ligado as proteinas. Econsideado um aminoaddo ndo essemial, pois sua
sintese ocorre naturalmente no organismo animal a partir de glutamine esta sirtese acontece
por meio da enzima glutaminase, tarmbém sintetizada a partir do Uceoglutarato, um
intermediario do ciclo de Krebs, através da enzima GABA transaminas, que o converte em
glutamato

No entanto oaddo glutamico é classficado como um aminoaddo condidonalmente
essefial, nos primeiros dias da vida dofilhote, consicerando que os linfocitos e mardéfagos,
células de defesado organismo, utilizam aglutamina para gerar energia por meioda adenosina
trifosfato (ATP) para a sua proliferacé. Este aminoacido tambkém participa na producéo de
interleucinas O (IL-2) dando origem aos anticorpos a partir de infocitos B (Newsholmeet al.,
2003. Esteaminoaddo tami@m é o preaursor sinté&ico daprolina eda arginina (Nelson eCox,
20149).

O glutamato desenvolve um papel fisiologico estimulante da resposa imunoldgica
devido a glutamina estar envolvida na siese de citocinas, subsancias munomoduiadoras
necessdias na inducdo da proliferacdo de linfécitos. Estetipo de

leucdcito estaem umaconcentragc@ mais elevada nacirculagcdo sanguinea de peixes-boi
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do que na de outros mamifros aquaticos como € o caso dos ceaéceos e pinipedes (Bossart
et al., 2001). Além disso, Do Carmo (2009, a0 compaar os parametios sanguineos de adulttose
filhotes em idade lactacional de peixes-boi da Ameazdnia obsevou umaconcentragdo mais
elevada de infécitosnafaseinfantil.

Este componenteimunoldgico esta dividido em dois tipos principais: os infécitosT,
gue auxiliam diretamente na potecd® contra as infecgdes virais, e os infécitos B que sdo
responsveis pela imunidade humoirl e que se caracteriza pela produwcéo e liberacd de
imunoglobulinas (IgA, 1gG e IgM) cgpazes de neutralizar, ou até mesmodestruir, 0S antigenos
contra osquais foram gerados. No colostro de ®res humanosha uma alta concentracéo de
imunoglobulinas, chegando a alcancar mais de
90% doconteudo proteico noprimeiro diade lactagé e com declinio acentuadoaté o tercero dia
(Xanthou,1998).

A prolina foi 0o segundo aminoacido mas abundante no cologro de peixe-boi da
Amazbnia com 16% nas primeiras 48 horas. Cspo6-Kiss et al. (199%), avaliando a
composicdo em aminocaddos do cologro deéguas (Equuscabbalws) verificaramconcentragdes
de 13% deste aminoacidoSe compararmos com o0s resutados de Csapo et al. (1996, que
estudaam a variagéd da compos¢do do colodro de suinas, aquantidade deste aminoaddo
variou apenas ceca de 0,6% durante as primeiras 48 horas de nascimento dos filhotes

chegando a concentracd maxima 9,7%.

No leite madro de elefantesmarinhosdo-norte (Mirounga angustiostris), lobo-
marinho-antartico (Arctocephalusgazeld e leédo-marinho-da-Califérnia (Zalophuscalifornianus)
este aminoaddo corresporde cerca de 10% da concentracéo total de amincaddos contidos no
leite (Davis et al., 1995.

O investimento matno em forneaer prolina ao filhote nas primeiras hoies de latacdo

possvelmente esteja relacionadoao seu caabolismopela enzima prolina- oxidas, gerando -
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pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5C) e peréxido de hidragénio (H20,) (Wu et al., 2005).
A P5C atua na sirtese de iinfécitos a partir de apopto®, estimulando o crescimento cdular e
promowendo a produwcéo de anticorpos (Duval et al., 1997). Além disso, o peréxido de
hidrogénio, umdosprincipais produtos da ridagcéo daprolina, desempenha @apel de um agente
citotéxico pera as bactérias mtogéncas no intestino delgado (Wu, 1997). Deste modo, esta
biomolécula exerce um m@pel crucial na potecdo contra infeccBes deste 6rgdo durante os
periodoscriticosdo desenvolvimento reonatal.

Neste estudo a@levado teor de polina no colostro foi corrobarado pelos resutados
obtidos a partir da espetrometria de masss, no qual foram detectados peptideos
corresponcntes a QLIRMT6_BOVIN Drebrin (Developmentally regulated brain protein).
Sonego et al. (2015), demodraram queestaproteina rca em prolina (Debrin) € recessdia para a
migracéo eficiente dos neuroblastosna zona subventricular do sistema nervoso central de
vertebrados. Os autores propdem ainda que, a fosforilagcéo reguladada Drebrin em srina 142,
garante a neurogéneseceficiente no cérebro demamferosapdso nascimento.

Além desta proteina,o compexo polipeptidico G3N2L7- BOVIN proline and serinei
rich protein 3 tamk&m  verificado neste estudo possvelmente cdesenvolve furcéo da
proteina CologrininTM (NLC), que é umcomplexo polipéptidico imunomoduador isolado
inicialmenteno cologro de ovinos, no qual possui mais de
20% em residuosde prolina (Sokolowskaet al., 2008). A furtdo da NLC esta elacionada a
estimulacé dostimdcitosimaturos para que se transformem em céulas T funcionalmentesativas
aémaumentrem a permeabilidade novasossanguineogJanuszet al., 1993.

A serina (Sea) foi um dos aminoaddos detectados em menor qantidade no cologro
do peixe-boi da Amezbnia, estando disponivel principalmente ra forma proteica (1,2%).
Contudoa Ser sofreu um deaéscimo bruscoentre o primeiro (1,2%) e osegunddlia de latacéo
(0,3%). Csap6-Kiss et al. (1995) a0 estudarema veriac® na composig¢o de aminoacidos do

cologro em éguas, verificaram um comporiamentosemelhante ao observado nesteestudoem que
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0 teor deste aminocaddo foi de 1444 g AA/ 100g de leite ou cologro no primeiro e segundo
dia de ladacdo, decando para cerca de 0,306 g AA/100 no terceiro dia (Csapo-Kiss et al.,
1995).

Metabolicanenteeste aminoaddo participa na sintese hepatica erenal de glicose, em
particular em rumirantes; assm como participa também na sirtese de glicina, ceramida e
fosfatidilserina como comporentesestrutuais e moléaulasde sinaltac® de cdulas, incluindo

os linfocitos T e B (Jones et al., 199; Kim et al.,2007).

Davis et al. (1994, verificaram que acomposi@go de aminoaddos do colostro de
humanos,equinos, bovinos e suinosé aterado entre o colodro e o leite maduo, ®ndo que o
glutamato, a prolina, a metioring, a isoleucina e a lisina aumenam engquanto quea cistina,
glicina, ®rina, treoninae alanina dminuem. Nossos resukados émonsteram um acréscimo na
concentragdo de prolina (Pro) e metionna (Met) no leite maduo, contudo o mesmo néo
ocorreu para 0 aminoaddo GIx umavez que este teve suamaior concentracéo no cologro. De
aoordo com Davis et al. (1994), a mudarga nacomposic@ de aminoécidos entre ocologro e o
leite maduo é proveniente de uma mudaga na composg¢éo proteca entre as secregoes
adequando-se as necesgdades nutrcionaise desenvolvimento do sistema imudeerecém-nascido.

Na maigia das espécies de mamiéros o colodro € consideado o primeiro e 0 mais
importante alimerto para o recém-nascido. Entretanto,a composi@o do cologro tendea variar
com o tempoapdso nascimento, de forma mais significativa dentro das
24 horas apds o parto. Sua evolucdo natural esta relacionada com as demands imediatas
do recém-nascido e, umavez queas espédesde mamiéros desenvolvem-seem ritmos diferentes
e tém diferentes necessdades nutricionais, o cologro e o leite de cada espé&ie, tem uma
composi@o diferente (Bernabucd et al., 2013).

Por exemplp Pharo et al (2016) estudandoas proteinas inbidoras de tipsina no

cologro (CTIl) de lobo-mainho-do-cabo (Arctocephalus pusilus) verificaram que esta
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proteinaestava presente na ®ae¢do manaria poraté trés meses apds o parto, fato quendo
observadoem outras espéies, como por exemplo em bovinos (pesente somentede 24 a no
méaximo 48 horas apdso parto). As variagdes nacomposi¢o de aminocaddos no leite do peixe-
boi da Amazbnia ao longo do tempo gjam adaptagOes para atender as necessdades do filhote
durante a prolongada lactag@®. Contudo, Fink et al. (2007), avaliando a composicdo em
aminoé&cidos no cologtro de mink (Mustelavison), obsevaram queas diferencas entre ocolostro
e o leite maduo nressa espéde foram menos pronurtiadas quando compaadas a outros
mamiferos, swgerindo queo cologro em Mustelavisontenhaum objetivo nais nutricional do aqie
para conferir imunidade passiva.

Langer (200) estudamlo as diferencas na composi@o do colodro de 19 esp&ies de
mamifros plaent&ios, dentre eses: humanos(Homo sapens), bovinos(Bos taurus), baleias
(Baleana mysticetus), elefantes (Loxodonta africana), verificou que em espécies com
imunizacé pré-natal passva (seres humanos, babuinos e coelhos porexemplo), a tansferéncia
deimunoglobulina via cologro € de pouca importancia e a diferenca na concentracéo de proteina
relativa entre cologro e leite meduro podeser pequena

No entanto em ungulados, 0 colodro predsa ser consumido para garantir que a
imunidade eja adquirida passvament, pois, este é eativamente rco em imunoglobulinas
(Langer, 2009. Nossosresutadossugerem que assm como nos animais ungulados estudados
por Langer (20M), o cologro para o filhote de peixe-boi da Amazbnia, é importante nas
primeiras 48 horas de vida devido a0 seu subsancial teor de aminoécidos ndo essemiais para
biossinteseproteica e principalmentepara o desenvolvimentoimunoldgico, conferindoprotecéo e
nutricdd necessdias ao neonato ainda vulrerdvel a invasdo deagentes irfecciosacs.

Ecologicament, uma possvel explicac® para o ato teor proteico no cologro de
animais unguladosseria a pemcidadecom que odfilhotes herbivorostencem a ingerir alimentos
sblidos, mimetizando o habito da méae (Langer, 2009). E ssesanimais teriam maiorchance de

serem rapidamente contaminados por mirorganismos patogénicos que um recém-nascido
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humano,por exemplo, que pode igerir outrosalimentosalém do leite magrno apenas apos 0s
seis primeiros mess de vda(Who,2001).

A importancia metabdlica, além da imunoldgica, da utilizac® do cologro pelo filhote
de peixe-boi daAmazdniapode sr constabda pela abordagem protedmica utizada resteestuc.
Essemétodo,basealo em gel, temsido amplamentepraticado e aespectrometria de massaMS)
tem cada ez mais se motrado como um métodoanalitico para amodras complexas de
proteias sendo a técnicade MALDI TOF/ TOF MSrobust, snsivel erelativanmente tarata.

Dentre ospeptideos obtidospor meioda andlise proteomi@, foi possvel detectar uma
aburdancia de proteires direcionachs a0 metabolismo lipidico no organismo animal como a
proteha zinc finger (F2Y907- BOVIN Zinc finger protein 507), e a Apolipoproteinak
(QOZCB4- Bovin Apolipoprotein E).

As proteires zinc finger sdo caracterizadas como qualquer dominio pequeno, furcional
dobrada de 6rma indegndente que requer a coordenacé de umou mais ions dezinco para
estabilzar a suaestrutua (Laity et al., 200]). Estassuperfamilias de poteires sdo consiceradas
as mais abundantes no genoma dos mamiferos ®ndo conheddas como reguladores
transcricionais na montagem de viculos lipidicos (Ravasi et al., 2003. Csapo6-Kiss et al.
(19%), avaliando a compost¢ao mineral no cologro deequinosrelatan que o zinco sofre um
decréscimo natransicdo entre ocolostroe o leite propriamentedito.

A ApolipopmoteinaE (apoE) é umaproteina mitifuncional, sendo consicerada umadas
principais proteinasenvolvidas no transporte deipideospresente noplasma esstarelacionadaa
redistribuicéo detriglicérides e colestrol em diferentes tecidos pois € essewrial para formacdo
das lipopmteires de alta densidade(HDL) (Ojopi et al.,

2004). Isso ocorre, pois a apoE age como ligante do receptor da LDL (lipoprokina de bixa
densidact), ondeesta Igacéo promovera oreconhecimento e ocatabolismode ipopoteines que

contém a apoE, como quilomicron remarescente, bVLDL (lipoproteinade muito baixa
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densidact), VLDL hipertrigliceridémica, IDL (lipopmteina de densidale intermediaria) e
HDLwWE (HDL com apo E), pelo receptor daLDL no figado (Pitas et al., 19'0).

A ApoE é podwida em maior abunddncia no figado, mas tamt®m é podwida
no cérebro onde desempenha um papel chave nadistribuicdo de lipideospara as células de
Schawann, responséeis pela producdo de mielina, subsancia que envolve oaxénio isolandeo
eletricamerte e permitindo a propagacdo rapida do impulso nervoso (Huang e Mahley, 2014).
Esta proteina € liberada em grandes quantidades também pelos macréfagos, responsaeis por
removeras lipopoteines de kaixa densidade(LDL) aterogénicas e cdlulas emapoptosequeestao
circulantes nacorrente sanguinea.

Isso contribuiradiretamentepara a formacé de HDL, tornando a retirada de ipideos
circulantes mas rdpida do capilar sanguined, desempenhando assm uma atividade
antiaterogénica(Lintonet al., 1995.

Possvelmente a presenca de ApoE  nocologro do T.inungus podeestar elacionada
coma imaturidade dosistemaimunoldgico dorecém-nascido. Isso povavelmente ocorre devido
ndo haver tantos macréfagos circulartes nos primeiros dias de vida dofilhote, o que
compronete a seaecdo de ApolipoproteinaE, conseuentenente a producéo de HDL
interferindo naretirada doslipideos dosvasos snguineos para srem metabolizados no figado.
Issoé metabolicamenteimportante no manento datransicéo do cologro (baixo teor de gordura)
para oleite maduro (elevado teor degordura), por isso havendo o repassedessasapolipoproteinas
da maepara o filhote (Yandonge Mahley, 2014)

Possvelmente sem o repasse de ApoE no cologro, o risco do filhote de peixe- boi
desenvolver aterosclerose conforme o leite fosse setornando mais gorduroso aumentria
consiceravelmente, umavez que, segundoDo Camo (2009), a concentracéo de pideostotais
presentesno sangue de filhoes de T.inungus amanentadoscom leite maerno € de 1161 mg/dl.
Essatese éreforcada por Reinhad e Lippolis (2008), que estudaam as alteragdes de

desenvolvimentona gordura do leite por meio do proteoma danemiyana doglébulo de gordura
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durante a transicdo de cologro para leite e werificaram umarepresséo de 3,6 vezes na ApoE do
primeiro dia de colostro para o €imo de leite meduro.

Além disso, foi demonstrado, por meiode estudosutilizando o genoma humanogue
umarelacéo direta entre poteias zinc finger e a Apolipopoteina E, em que na presenca das
proteinaszinc finger a atividadetranscricional da ApoE é reduzida
5-10vezes,ou sgja estaproteina mpede quea fungéo da ApoEem trangportar lipideos pomeio
da formacéd do HDL nascente seja exeautada(Wagner et al., 2000. Esseé umfator desejavel
nestafase da vidado filhote uma ez que ApoE predsa ser inicialmenteinibida, pois o teor de
lipideosno cologro é consiceravelmente menor que no leite mawtu

A ALBU-BOVIN Serum albumin (BSA) € uma proteinade elevado peso mdeaular
(66 KDa), presente no cologro bovino de forma mais expressiva, 3 horas apds 0 @&scimento
(5,07 mg/ml). Entretanto, 72horas apds 0 parto, a concentrac® desta poteina na exec®
apresentase minima (0,48mg/ml) (Sgarbieri, 2004). Ao avaliar as proteiras contidas no soro do
leite de pixe-boi marinho da Florida e elefantes,McGee (20R), verificacam quea albumina de
SOro, 0 Sseu precursor e gueratina foram as proteiras predominantes nas amodras. Segundo
Bounouse Gold (1991), a BSA tem umalto poder imunoestimulante, isso porque 0s peptideos
com a sequéncia glutamil- cistina formados na digestéo dessasproteiras, quando absorvidos
servem de subfato para a sirtese de glutationa. Em ceéceos, a glutationa desemperha um
papel essacial a0 metabolismo anaerdbico destes animais em ambiente aquético isso por
gue elaaumenta a capaddade antioxidante das cdulas em longos periodos de hipoxia
prevenindo com isso a chance de danos celulares pela ausérmia oxigénio (Yim et al., 2014).
Além disso, a BSA tamlk®m possuialta afinidade por addos graxos livres e outroslipideos
favorecendo o seu transportena corrente sanguinea(Haraguchi et al., 2009.

Os peptideos referentesa proteina BOYIN KRT18 no cologro deT.inunguis,
provavelmente pertencem a um tecido de queratinizac® oltido duranteo ao da

ordenha do teto impo,isso por que auperficie das manas destaespéde é reamberta por
41



um epitélio escamoso estratificado queratinizado (Rodiigues et al., 2004). Segundo
Gartner e Hiatt (2007), essaestruturaatribui a epiderme da pele umaresistentecamada
gue potege a suprficie corporal contra o arito. Essacaacteristica € importante
consicerando os aspedos de mobilidade easpeeza da Ingua dopeixe-boi (Reynoldse

Ronmmel, 199%6), o quepossvelmente machucaria o teto magrno.

CONCLUSAO
O perfil de aminodddos no cologro do Eixe-boi da Amezénia sofre variagdo ao
longo das primeiras 48 horas da ladagéo adaptand-se as necessdades requeridas pelo
filhote a0 nascer. Entetanto o cologro para esta espécie parece atuar como um
promator do desenvolvimento imunoldgico do filhote fanecendo subsdios necessdios
cgpazes degarantir a sinteseda propria imunidadedo reonato.
Além disso, as proteiras identificadas nestetrabalho sugerem preparar o recam-
nascido para metbolizar leite maduro, rico em lipideos,adém de fornecer subsidios pra

o] desenvolvimento reurolégico do recém-nascido.
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composicao em aminoaddos do
leite de peixe-boi da Amazobnia
(Trichechus Inunguis) em
dif erentesestagos dalactacaa

Caracterizacdo proteOmica e f




Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a compos¢do dos aminoaddos e caraderizar as
principais proteires, empregando uma abordagem prote6mi@, do leite do peixe-boi da
Amazdnia em diferentes estagios da lactacdo. Foram coletadas amodras ao longo de
trés lactages distintas de uma mesmafémeacativa no Insttuto Nadonal de Pesquiss
da Anmezbnia em diversos estagios da lactagdo (mensal e trimestalmente). Os
aminodddos proteicos e livres do leite maduro fin naturad iofilizadol foram

analisados por cromatografia de troca iorica (HIC_HPLC). O perfil proteico tanto
da pocéo desnatadh, quanto da parte lipidica do leite foram avaliados por meio de
eletroforese em gel de poliaailamida 15% na presenca de SDS (SDS PAGE 15%)
seguida por andlise dhs proteiras selecionadas por espectrometria de nassas(MALDI-

TOF-MS). Os aminoécidos mais abundantes no leite maduo de T. inungus foram:

addo glutdmico (20,2%), prolina (103%) e leucina (8,4%). Osamincaddos disponiveis
em menor gantidade faam: metionina (1,86) e glicina (10%). Observaram-se
pequenas oscilagdes na composicéo de aminoacidos no leite madwo de T. inungus ao

longo dos dois anos de ladacéo estudads, sugerindo uma \ariacéd de acrdo com as

necessdades fisiologicas do filhote. Foram identificadas dezessis proteiras

majaritarias no leite maduo. Destacaamse na fac® desnabda as proteiras

soraalbumina, queratinatipo Il do citoesqueleto e proteinade ligacdo de écidos graxos.
Na fragdo lipidica foram encontradas as proteires Zinc finger 507, Filamina A, Faor de
crescimento endotelial vascular e Linfoma de cdula B/ Leucemia. A proteina b-

galadosgdase foi encontrada ras duas fragdes. A funcdo das proteires soroabumina e

proteina deifjacdo de acidos graxos € amplamente estudadaem outrosmamikeros, no

entanto,a fung@o das outras proteires requer investigacbes adicionais. Nesteestudo €
pionero e podera servir de modeloou base para o melhor entendimentoda propost¢éo

de novas dietas para 0 animal em cdiveiro, umavez que a dieta atualmenteutilizada
levaem contaas necesgdades quantitativasde poteiras, masndo, em suaintegridade, a
gualidade das proteiras forneddas quer seja na relacéo entre osaminoacidos da dieta
fornedda ou danecessdade de proteinasespecificas do kite de T. inungus.

Palavras chave. Proteinas leite maduo; mamifero  aquico.
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Abstract

The objective of this study was to evauate the composiion of the amino adds and to
characterize the main proteins,using aproteomicappraach, of the milk of the Amazon
maretee at different stages of lactation. Samples were colleded aong three different
lactationsof the same female cgptive at the National Reseach Institute of the Amazon
in several stages of lactation (montHy and quarterly). Protein and free amino adds from
matue and freeze dried milk were analyzed by ion exchange chromatography
(HIC_HPLC). The proten profile of boththe skmmed portionand the ipid part of the
milk were evaluated by 15% polyacrylamide gel electrophaesisin the presence of SDS
(15% SDS PAGE) followed by analysis of the proteins selected by massspectrometry
(MALDI-TOF -MS). The most aburdant amino aads in mature T. inunguis were:
glutamic acid (20.2%), proline (103%) and leucine (8.4%6). The lowest available amino
adds were methionne (1.8%) and glycine (1.0%). Little oscillations were observed in
the composiion of amino acids in matue T. inurguis milk over the two years of
lactation, suggesting avariation acwrding to the physiological needsof the cub. Sixteen
major proteinswere identified in matue milk. We hghlight in the skimmedfradion the
proteinsseroalbumin, keratin type Il cytoskekton and fatty add binding protein. In the
lipid fradion Zinc finger 507, Filamine A, Vascular endothelialgrowth factor and B cell
lymphama / Leukemia were found. d>galactosdase poteinwas found inboth fradions.
The function of sero-abumin and fatty acid binding protein proteins is extensively
studed in other mammis, however, the function of the other poteinsrequires further
investgation. In this study is a pionesr and could serve as a modelor basis for a better
understanding of the proposalof new dietsfor the captive animal, sincethe current diet
takes into ac@untthe quantitative needs of proteins,but not, in its entirety, the Quality
of the proteirs providedeither in theratio between the amino adds of the dietprovided
orthe reed for specific proteins of theT. inungus milk.

Keywords: Proteins; Mature  milk; aguatic mammal
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1. Introducéo

O peixe-boi da Amazbnia Trichechusinungus (Natterer, 1883)€ um mamifero
aquatico exclusivamente herbivoro endémico da Bada Amazdnica (Domming,
1981;Best, 1984) Estaespéie é consiceradavulnerdvel a extingdo deacmrdo coma
IUCN (2016). O statusde consevacéo deste mamifero aquético se dve avarios
fatores, principalmente acaca comercial no séaulo passado, a dixa taa reprodutiva
daespé&ie e a perda de habitat (Rosas, 1994;da Silva et al., 2008. Apesar de esta
esp&ie ser oficialmente protegida porlei desde 1967, ela continua £ndo cacala,
principalmente para a0 mercado ilegal de carnes, sendo as fémeas com filhotesos
mais vulneraveis a caga, pois as crias necesstam vir com maior fequéncia a
supeficie para respirar (Bestet al., 1983.

A fémea de T. inunguis possuiuma txa reprodutva mlativamente baixa,
gerando um unico filhote a cada gestag@o que nestaespécie dura aproximadamente
11-12 mess (Nascimento et al., 2002), sugerindo sinaonizacd® entre o estroe a
disponiblidade de alimento(Best, 1983).

O deitamento nesa espécie duracerca de doisanos onsecutivos (da Silva et al.,
2000) fanecendo elevado aporte nuticional ao desenvolvimentodo filhote. Dentre
estessedestaca o teor proteico no leite de T. inungus, o qual podevariar entre 4,24
- 10,47%dependendo  periodo lactagéo (Barbosa, 2017).

Sabe-se que a&omposi@o em aminocaddos de um alimento é consicerada fator
indispengvel para 0 bom desenvolvimerto e manuéncd do individuo,
principalmente animais jovens, pois essasmoléaulas sdo cruciais para a brmagéo de
proteires espedfi cas para cada animal (Wu, 2009). Entretanto, tem-se eviderciado
gue em animais com elevada demanda nutdional como € o caso de mamikros

jovens,os aminoécidos tradicionalmente classificados como findo essaiciai s abmo
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por exemplo, a glutamina, o acido glutamicoe a arginina €0 consicerados
fiamincdddos furci o n aecesstandoser incrementedo na dieta (BrasseLagnel et
al., 2003;Yao et al., 200§. Issoé devido estescompost®, 0s quais desempenham
importantes furgdes em vérias vias metbolicas, ndo srem sirtetizados em
guantidades suftientes para aterder a mé&ima demanda exigida para a formagéo,
desenvolvimento e manuencd da salde vascular e intestinal do individuo em
desenvolviment¢Kim et al., 2004).

Os trabalhos relacionads a composig¢o bioguimica no leite de peixes-bois sdo
escassosconsderando que acoleta aste magrial € compexa. Askin et al. (2014)
relacionaram a dificuldade em obter amodras de leite trichehideosao fato da
reproducd em cativeiro ser proibidae as coletas redizadas com animais devida livre
terem sidoredizadas deformaopartuniga, geralmente comanimais em 6bito ecente.

Destaforma, a oportuni@de de conhecer a compostd de aminoaddos no leite
materno do peixe-boi da Amezdnia nos diferentesestagios da lactagdo, a partir dos
nascimentos ocasionais em caiveiro, permitira um gjuste qualitativo e gquantitativo
adequado desta composi@o no sicedaneo lacteo ofertado aos filhotes 6rféos em
caiveiro proparcionandocom isso melhaes condigcles para que estesfilhotesainda
em processo de desenvolvimento crescam de forma adequada para os padrdes da
espe&ie.

Além disso, oconhedmento dbs diferencas estrutuiais e das propriedades fisico-
guimicas entre as vérias estrutuias proteicas que compdemo leite do peixe-boi da
Amazbnia é indspengvel para acompreensio do comporamentofuncional, nutritivo
e fisioldgico dessas proteiras, como parte de um sistema alimenticio subisliando
tearicamerte a elaborac® de sicedaneos lacteos adequados a espéde. Neste

contexto, o objetivo deste estudo foi caracterizar as principais proteires e avaliar
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a composi¢o dos amincdddo no leite do peixe-boi da Amazdnia em
diferentesestagios da éctagéo.
2. Material e métodos

2.1 Amostras

2.1.1. Coleta denatrial bioldgico

Animais

Ao longo dosanosentre 1998e 2010foram coletadas amodras de leitede uma
fémeade peixe-boi da Amazdnia caiva no Paque Aquético RobinC. Best, Laboratério
de Mamitros Aquéticos (LMA), localizado no Instituto Nadonal de Pesquisss da
Amazonia, em trés lactacbes distintas e em diferentesestagios da amamentagéo (Tabela
1).

O leite foi coletado nosprimeiros ho#érios do dia, em que a féme#i mantida
com seu filhote no tanque decambeamento, 0 qual era £ competamentee o filhote
postionadoestrategicamerte a fente da méae pra facilitar a manipudcéo e estimular a
gjecdo de leite por @rte da fmea. As amodras foram coletadas das mamas limpas
(direita e esquerda) com solug@o de alcool iodado e seca com papel toalhapor neio de
ordenhamanual.

Tabela 1: Informagdes a respeitalafémea avaliadano estudoe seudfilhotes.

Datade
Codigo Fémea Parturicao Filhote nascimento do
filhote
1A Boo  Primipara Eré | 08/041998
1B Boo  Multipara  kinjall 03/022004
IC Boo  Multipara  Ajrumall 10/02/2010
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O leite coletado foi acondicioredo em tubo plastco, lacrado, identificado, e
mantido congelado (-20 °C) até a liofilizac® (amodras em trimesties) ou até a andlise
em fin nat u(amostras mensis). Foram analisadas 42 amodras liofilizadas
comhbinadas em trimesties, e noveamodras fin naturad egsencialmerte amodradosa
partir do primeiro mésde lactac® até o0 24° mésapds o parto. Para a redizac® das
andlises foi necess&io combnar as amodras por trimestes devido a insuficéncia no

volume deamodralacteapor coleta (Tabela 02).

Tabela 2: Espedficacdes das amodras de leite de peixe-boi da Amazbnia analisadas

sendo: A- amosdras trimestrais liofilizadas; B- amodras mensi Sn n&urao.

10 20 30 40 50 60 70 80
1a3 4 ab 7 a9 10 al2 13 al5 16al8 19a21 22 a24
_mees mees mMeeS  mMees mMeeS mMeeS MmMees MesS
A X X X X X X
IB X X X X X
1° 20 30 40 5o 6° 7° 8° Qo 10°
Jan Fev Mar Abrii Maio Jun  Jul Ago  Set = Out
IC X X X X X X X X X

2.1.1Andise doleite

As amodras de leite foram analisadas no setor Central de Sequenciamento de
Proteinas do Laboratério de Quimica e Funcé de Proteinas e PeptideosLQFPP da
Universidade Estada do Norte FluminenseDarcy Ribeiroi UENF. Cada amodra foi
avaliadaem triplicata daseguinte maneira:

2.1.1.1.Composi¢caale amino&idos
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Clivagem

Foram aliquotadoscerca de sete mg para amodras de leite liofilizadas e cerca de
50 pl para amodras de leite fin naturad. As amodras foram diluidasem 50 uL em
solugo de HCI6 M (Sigma Aldrich). Estasolucio foi depositada em frasco de vidro
React vial®, vedado e colocado em banho de areia por cerca de90 minutos a uma
temperatura de 18°C. Em seguida as amodras foram secas sob gas nitrogénio e
ressuspndida em 1000 pL solu@o de HCI 0,001 M, filtrada e armazenada para
poserior andlise.  As amodras clivadas e ressupendidas, foram entdo diluidasem

proporcdo 1:50em HCI 0,001 Maplicados 20uL no analisador de aminoacidos.

2.1.1.2. Aminoddosnao proticos

Foi aliqguotadoscerca de 10 uL da amodrado leite fin naturad no primeiro més
de lactagdo. A amodra foi diluida na proporcéo 1:100 em solu¢go de HCL 0,001 M,
filtr ada, e em seguida foi novamente diuidana proparcé 1:100 e aplicado 20 uL  no

analisador de aminoaddos.

2.1.1.3. Analisecromatogrdica

As amodras foram analisadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) Shimadzu LC-10AD <=guindo o manual de indgrucbes do equiparmento
(SHIMADZU CORPORATION, 1993, equipado com coluna de toca caibnica

Shimadzu Shim-padk Amino-Nade 4,6 x100 mme detector de fluorescéncia.

Para eluicdo foi empregado um gradiente crescente de pH, constiuido por

tampBo citrato de sodio, kit Shimadzu, tipo NA, formadopelas solucdes AA-MA, AA-

57



MB, AA-MC, cuja composizé quimica estéescrita na tabla 3. Osaminodddos foram
detectadospor fluorescéncia de excitagd/emisgo de 350nme 450nm, espectivament,
utilizando derivatizac® pos-colunaem uma soluéo 0,08% de doftaldialdeido (OPA)
em tampio Carboreto de sddio.Para deteccdo de prolina foiutilizado o hipoclorito em
assocacd com OPA. A tempeatura da coluna foi de 60°C, o fluxo de eluicéo 0,5
mL/min. O tempo decorrida foi de 45 mn.

A coluna foi padronizada com uma misturade aminoaddos para hidrdise de
proteiras (Sigma Aldrich A9781) consttuidade acido aspatico (Asn), é&cido glutdmico
(GIn), treonina (Thr), prolina (Pr9, glicina (Gly), aanina @la), valina (Val), leucina
(Leu), tirosina (Tyr), fenilalanina (Phg lisina (Lys), arginina (Arg), serina (Se),

isolewcina (1le). Foram aplicadosno HPLC 500} moles decadaamincaddo.

Tabela 03: Composiéo quimica dos reagentes (fase movel) sada para eluicéo dos

aminoaddos.
Solucgdes
Unidade AA-MA AA-MB AA-MC
Composicéao
Normalidade - 0,20 0,60 0,20
pH - 3,20 10,00 (ndo gjustar o pH)
Citrato de s6diaH,0 ()] 58,80 58,80 -
Hidréxido de sddio (9) . - 4,00
Acido Bérico 9 - 12,40 -
) Etarol (mL) 210,00 - -
Acido pecloérico (60%) (mL) 50,00
NaOH (mL) - 30,00 -
Volumefinal (mL) 3.000 1.000 500

2.1.2. Avaliacaada natureza proteica doleite maduro de peixe-boi da Amazonia
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Coma finalidade de entender os aspectos funcionais das proteias do leite maduo
da esp&ie estudada foredizada a analise potedmica empregando uma €paragéo das
proteiras por SDS-Page seguido de andlise da bBnda de iteresse porespectrometria de

masss.

2.1.2.1.Ktracao proteca

Para a extrac® proteica 500 uL de amodrade leite iin n a t udo primeiro més
de lactaco foi deslipidada porcentrifugacéop a 3842 x g por 30minutosa 4°C. N2o foi
necessrio repetir o procedimento. Em seguida o solrenadante foi separado do

predpitado e colocado em microtubos diferentes. A amodra foi diluida em é&gua

destilada na poporczo 1:6. O maerial foi congelado flovernighto a -20°C e armazenado

até apreparacdo daSDS- PAGE.

2.2.2.2Eletroforese unidmensionalem gel de pliacrilamida usandododedlsulfato de
soédio em condic@es desnaturantes (SDS-PAGE 15%)para separaracdo das bandas

proteicas

Para a gparacédo das bandas proteicas foi empregado o método descrito por
Laemmli (1970, no qual 6 pL das amodras de cologro foram diluidasem 8 pL em
tampBo deamodra com SDS (SDS2% (p/v), glicerol 10% (v/v), Tris HCL 0,125M pH
6,8) eb-mercgptodanol e mantidagem fervura em banho-maria (100°C)por 3minutos.
Em s@uidaas amostas foram aplicadas nos pogs.

A eletroforese unidmensional se pocessouem gel de poiacrilamida 5% e a

corrida foi redizada em um sistemade eletroforese Mini Protean |11 Bio-Rad utilizando
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placas de vidro com espaador de 1,00 mm a temgratura ambiente e votagem
consente de 50 V no sistemaHoefer®. Apdsa nigracé eletroforética das proteires 0s
géis foram corados com uma soluéo de azul brilhante de ComassieR-250 0,1% em
Metanol 40% e &cido acético a 10% (Reisne, 1984) edescoradoscom uma solugo de
Metanol (40%) e &cido acéico a (10%) para remover oexcesso do corante. Osgéis
foram fotografados com méquina dgital e as imagens obtidas foram guardadas para
determinacéo da massamoleaular a partir da distarcia de migracéd das bandas de
proteiras usando o ancador de proteinascomo padréo.

Foi utilizado como marcador de massa miecular o marcador de peso moleaular
colorido (Rainbow mdeaular weight marker, Amersham Life Science, Arlington

Heights,IL) no volume de 5 L.

2.2.2.3. Espdrometria de MassagMS)

Para a identificacdo das proteires as bandas proteicas de importancia visualzadas
por eletroforese foram recortadas do gel com o auxilio de umalaminade bisturi estéeo
e colocadas em microtubos de 1,5 mL com umasolugo descorante de bicarboreto de

amoénia 25mM e 50% de acetonitrila (ACN) por 24 horas a 53 . Posta@iormeng, esta
solucéo foi retirada dos microtubos e colocadd@3&t L de agua ultrapura por 5

minutos;passadoeste temporetirou-se aaguaultrapura, e em seguida adicionou-se ACN
100%e procedeu-sea inclbacdo dos microtubosa temperatura ambiente por20 minutos
(até queos pedagsde gel ficassemopacos); finalmente,a ACN foi removida

totalmente em centrifuga evaporadora a vaauo Speed Vac® a 303 por 60 min.
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Posteriormente foi realizado processo de sti@®, no qual os pedacos de gel
foram reidratados com uma solucao de tripsina (33ng/uL) de forma a-losbea
incubados a 37C por 24 h.

ApOs a digestdo enzimética das bandas proteicas 0s peptideos foram extraidos
pela adicio de 25 puL de uma solugo 50% acetonitrila (ACN) e 5% &addo
trifluoracéico (TFA) e agitacdo por 30 min. A solug@o com os peptideos foi
removida para um novo microtubo e repetido o processo anterior até obter um
volume final de 50 pL; finalmente, estasolucéo foi concentrada em 10 uL 8peed
Vac®a 30°C por 40 min.

ApOs este processamento, os peptideos foram dessalinizados, concetrados e
purificados por cromatografia em microcoluna C18 Zip-Tip® Pipette - ATipso
(Millipore). Ostips foram ativadoscom ACN, equilibradoscom solugio de TFAO0,1%
(v/v) em agua ultrapura (TEDIA). A amodra foi aspirada e dispensda por 8 ciclos
seguidos, poseriorment, o tip foi lavado com a solugo de TFA 0,1% (v/v) em é&gua
ultrapura. Os peptideosretidos no tip foram eluidos com solugo de eluicdo (60%
ACN/0,1%TFA/égua ultrapura) edepositadosem frascos de vdro para cromatografia
novos(vials) parasaem aralisados porespedrometria demasss.

Os peptideos gerados foram separados em nancACQUITY UPLC, colunatrap C18
5 mm (180 umx 20 mm) a 5mL/min durante 3 minutos e degpoisa umacolunaanalitica
de fase reversa nanoAcquity HSS T3 1,8 (100 mm x 100 mm ) a 600 nL / min, em
temperatura 60°C. Para a eluicdo dos peptideos um gradiente bin&io foi utilizado
consttuido de fase mowel A 0,1% &acido formico e fase movelB 0,1% deaddo formico
em acdonitrila em um gradiente deaté 85% deB em tempototal de 10809 minutos.A
espetrometria de massasfoi redizada em espedrémetro de masas Synapt G2-Si

HDMS (Waters, Mancheste, UK) em modo ES-LC-MS/MS. Os espectros adquiridos
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foram processados e as informagbes pareadas com banco de ddos do software
Progenesis QI for Proteomics Software V.2.0 (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK)
base de dados UniProt/ Bos Taurus e Trichechus manatuslatirostris. Informactes

adicionais foram oktidasem software Blast2Go.

2.2. Andiseestatistica

Para avaliar os diferentestemposao longo dalactac@® dafémeal (1998,2004 e
2010) utilizou-se andlise de regressio com o0 software CurveExpert 1.3 A

comprehensivecurve fitting system forwindows1 (Hyams, 2005.

Foram realizadas andlises de variancia (ANOVA) para verificar a variagdo de
cada aminoaddo contido no leite de peixe-boi da Amazbdnia (variavel dependente) em
funcé das variaveis independentes, sendo €elas: a variagdb na composigo de
aminoaddos prontanente disponiveisno leite (amincaddos livres) em relacd aos
aminoaddos protecos. O fator ftipo de gestacéoo primipara versus multipara (3°
lactacdo) foi investigpdo como forte de variacgo na concentragcd dos aminocaddos
avaliados, sendo que para essa comparacdo foram utilizados os resutados do 1°
trimestrede lactacdo. O testea pogeriore de Tukey foi empregado para compaar as
médis dos esutados queapresentaram variagdes significaivas. Para todos os tees
estatiticos empregadosadotou-se onivelde cedsdode 95% (p0,05)e 99% (p = 0,0).

O software estatgtico utilizado foi 0 Bioestt 5.0.
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Resultadose discussao

Os resukados da composi@o de aminodddos neste estudo Epresentaram 0s
dados obtidos a partir de uma Unica fémea ao longo de 12 anos de coletas durante 0s
nascimentosocasionais no INPA. Desta forma, foi posdvel discutir os pdrées taito

guantitativos quantoqualtativamene.

Composica@m aminoacidos

Foram estudado®steares de 16 aminoaddos (Asx, Thr, Ser, Glx, Pro, Gly, Ala,
Val, Met, lle, Leu, Tyr, Phe, His, Lys, Arg) dos20 aminocaddos proteicos. A hidrolise
adda converte os aminoacidosglutamina e aspaagina das amodras a 4ddo glutamico e
addo asprtico. Deformaque nacomposigo em aminocaddos o teorde addo glutamico
correspordeu a0 somatoério addo glutamico + glutamina = GIx e o teor de addo
aspatico o somatérioacido aspatico + aspaagina = Asx. A hidrélise acida tamkem
destréi oaminoaddo triptofano e converte a cisteinaem addo cisteico.

A partir das amodras analisadas verificou-se que o investimentono teor de
aminoaddos no leite do peixe-boi da Ammezdnia é principalmente em aminocaddos néo
esseftiais, ou sgja, aqueles cujo organismo conseue sintetizar, visto que o GIx
(20,29%), prolina (10,38%) e leucina (8,42%) foram os aminoaddos mais abundantes
no leite maduro de peixe-boi da Amaz6nia em todasas lactacfes estudalas. O Glx, Pro
e Leu sBo osaminoaddos maisabundantesno leite de outrosnamifros aquéticos como
elefante-marinho-do-norte  (Mirounga  angistirostris), lobo-marinho-antartico
(Arctocephalusgazéla), ledo-marinho-da-Califérnia (Zalophuscalifornianus), e oledo

mainho da Austrdia (Neophaa cinerea) (Davis et a., 1995. No entanto, nesses
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pinipedes, o teor de leucina é superior a0 teor de prolina, diferentemente ao que foi
obsevado no leitede T. inungus.

A concentragéd de GIx neste estudo foi inferior ao obsevado por Pervaiz e
Brew (198) avaliando a composi@o de aminoacidos no soralo leitede golfinho-nariz-
de-garrafa (Tursiops truncatus) (29,6%), no entanto foi semelhante ao obsevado em
peixe-boi da Flérida (Trichechus manatuslatirostris) (20,7%). Davis et al. (199),
estudandoas mudagas no @drdo de aminoacidos de diferentes espédes animais
verificaram uma smilaridade com o leite humar, equino, bovino e suim. No entantoa
mudarga nopadrédo de aminoaddos foi minima durante lactagéo de espé&ies da mesma
ordem fil ogenética (humano, babuino e macam rhesus), sugerindo que as variagbes na
composi@o do leite naterno estejam reladonadas coma ordem filogenética daespéie.

Em contrapartida, os aminoaddos forneddos no leite de peixe-boi da Amazdnia
em menor gantidade foram a metiorina (1,82%) e a glicina (1,04%). Essegesutados
foram inferiores aos obsevados em peixe-boi da Flérida (36) (Pevaiz e Brew, 1986,
bukalinos (3,5%) e bwinos (3%) (Verruma e Salgado, 1994. Esses aminoaddos
desempentam umpapel imporiante no netabolismo carboro, pois €0 responsaeis pela
metiacd das proteires e do DNA, regulando assim a expressdogénicae aatividade
proteica (Stead et al., 2006).

No caso de bwinos, a metionina é consicerada o primeiro aminoaddo limitante
na sitese de leite,uma vez que a maida dosaminoaddos presentes na glandula
man&ria € proveniente do sangue (Buttery e Foulds, 1985). Isso se da devido ao
aumento na concentracgo plasnética de metonina poswilitar o acréscimo na
concentrac@® de nitrogénio no plasma, em razdo da maior passagm de aminocaddos
para o intestino delgado, sem que haa degradacdo no ramen por meio dos

microorganismos, 0 gue por cons&uéncia aumenta a disponiblidade deste na glandula
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marméria, permitindo com isso umaumentona sintesede proteinado leite (Pisulewski et
al., 1996;Bremmer et al., 1997.

Os demais aminoaddos foram mensuados em concentragdes aproximadas (+
5%). As médies da composiéd em aminoécidos no leite do peixe-boi da Amazbdnia

estaoapresentachs na tabela 04.
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Tabela 4: Média da composi@o em amincdddos protecos essemiais e ndo essenciais

no leite naduro de peixe-boi daAmazbnia.

| actacfes Média geral
Aminoéacidos
Médiae desvio palrdo em porcentagem (%) (%)
1A 1B IC
Essenciais
Phe 4,35+068 4,88 +0,32 4,78 + ®9 4,67+028
His 4,23 £ 091 3,43 +£0,72 3,66 + 074 3,77t041
Lys 6,42 + 081 7,65 £0,65 8,21 + 190 7,43+091
Val 7,31 £114 6,28 £0,14 7,5 +112 7,05+0,67
Met 1,86 + 018 1,66 +0,32 1,94 + 030 182+014
lle 4,06 + 075 4,58 +0,56 4,34 + 087 4,33+025
Leu 8,42 + 083 7,66 £1,39 8,66 + 127 8,24+0p2
Thr 3,56 + 049 4,15+044 3,29 £ 079 3,67+044
N&o essenais

Asx 7,76 £ 033 7,718 £091 7,48 £ 126 7,67+016
Ser 5,17 £ 036 590 +1,15 4,64 + 149 5,24+0,63
Glx 2201+1,46 19,/3+137 1911 + 347 20,28+1,52
Pro 10,39+ 258 9,96 +2,66 10,37 = 213 10,24+024
Gly 1,22 + 013 1,10 +0,23 1,07 £ Q39 1,13+0,07
Ala 4,37 £ 130 5,04 £1,07 5,28 + 168 4,90+047
Tyr 5,57 £119 453 +£0,72 4,89 + 127 4,99+052
Arg 3,52 +141 5,66 £1,62 4,73 +192 4,64+1,07
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Comrelacéo ao perfil de aminoaddos livres no leite, com exce¢c® da metionina
e fenilalanina, a concentracdes d®dosos aminoaddos analisados foram diferentes
estatisticamente @gueles aminoaddos presentes em proteires, sendo que as principais
diferencas foram obsevadas paratreoninae arginina (tabela 05).

Destacase qie o0 percentual de arginina associado a proteinaé maior que o
porcentual livre, enquanto que o de teonina foi maior como aminoé&cido livre. Os
aminodddos neutros, como é o caso da treonina, de modo geral, apresentam alta
digestibilidade devido a suaabsoicdo no intestino ser realizada de foma passva por
meio dedifusdo simgdes (Frenhani e Burini, 1999.

Provavelmente, o fato de a teoninaestarlivre noleite esteja elacionadocom a
necessdade de absoicdo rapidaumavez queesteé exigido para formagdo daproteinae
manuencéo do fturnovero proteico corporal, além de auxiliar naformagdo do colageno,
daelastina eatuar na poducéo de anticorpos(Umigi et al., 2007, sendo a produgéo de
anticorpos especialmente importante no recém-nascido e no lactenteque sdo dotados
de umaatividadeanabolica intensa,dificilmente gualadaem qualquer ouro periodo de

suas vidas (Laurindo et al., 199).
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Tabela 5: Médiae desvio padraaoda composigo em aminoaddos protecos e

ndo proteicos no leite madwuo deumafémeade peixe-boi daAmazdnia, no pimeiro

més de ddacdbhd a a msdturaa A

Aminoé&cidos Livre (%)  Proteico (%) P-valor
Essacais

Phe 4,48+ 0,2 4,77+0,3 0,27
His 5,54+0,8 2,65+0,2 0,005
Lys 9,01+0,1 1045+0,5 0,01
Val 7,33t0,2 8,99+0,6 0,01
Met 2,10+0,4 2,11+0,4 0,98
lle 4,03+0,3 5,22+0,0 0,004
Leu 8,60+0,2 9,58+0,1 0,003
Thr 5,83+0,1 1,74+04 0,0006

N&o essaciais
Asp 2,12+0,0 497+0,2 0,0004
Ser 5,28+0,5 3,45+0,7 0,03
Glu 1991+0,4 1110+0,6 0,0004
Pro 1203+0,0 1510+0,3 0,0006
Gly 1,14+0,1 2,06+0,5 0,04
Ala 5,60+0,2 9,34+04 0,0008
Tyr 5,07+0,1 2,56+0,3 0,001
Arg 1,85+0.0 7,82+0,5 0,0005
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Variacaoentre as lactades

Foi obsevada uma tendncia crescente noteor de lisinae de arginina ao longo
das trés lactacbes (Figura 01). AEm disso, aglicinae oéddo glutamico apresentaram
um deaéscimo na sla concentrac® tatal ao longo das trés lectagOes estudalas. Os
demais aminoaddos apresentaram uma dispeta variagd na segunda lactac® com

excecéo da prolina que praticamente ndo various entre as lactacdes estudadas.

16.00 - —o—Ap
== Thr
—h
;\a He= —— —X == Glu
S
= 8.00 N / =3&= Pro
87 \\/. —e- Gy
S =t Ala
P> _u
—a =
E 4,00 :’;, — Y :\l/l:t
- \. == Leu
Tyr
Phe
2.00 His
Lys
\ Arg
1.00 : : —e
1A 1B IC

Figura 01 Variacdo decadaaminoacido durante as trés lactagbes estudads de

uma Bmeade peixe-boi daAmazbnia.
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De modogera, a qualidade nutricional do leite pode variar sob influéncia de
diversos fatores fisioldgicos tais como: idade, numeo de parigdes, peso vivo das
lactantes, dieta, estigio da lactacdo e condigdes ambientais (Santoset al. 2005. O
numeo de pari¢bes altera aqualidade no teor do leite umavez que as proteires nesta
seaecdo originam-se a partir dos aminoacidos que estaolivres na corrente sanguinea.
Assim a mudaga nacomposi@o do leite ao longo das diferentesparicbes se dve a0
desenvolvimentoprogressivo do tecido mamério seaetor, aumentndo a capaddade e a
habilidade doorganismo em resporder aos estimulos fisiolégicos durante o periodo da
lactacdo (Kemenes, 199).

Entretanto a0 observar alactacdo 1A e IC, verificouse diferenca estatistica no
teor deaminoaddos essemiais, principalmente leucina e Isina, sendo possvel verificar
um inaementodessesaminoaddos natercera lactacdo (figura 2). Destaca-seque oteor
de glicina permaneceu estavel entre as lactagOes. Estas obssragdes corroboram com 0s
estudosde Graminha et al. (1999), queao avaliarem a poducéo leiteira em cabras,
verificaram que o pico lactadonal ocorre na terceira ladac&, decrescendo
progressvamenteaté asétima hdacéo.

Essaaparente melhga no teor deaminocaddos esseiais no leite ao longo das
trés lactacOes estudas pode estar relacionada com o amadiurecimento fisiologico
completo dafémea, permitindo mehor reserva nutricional para oseventos reproduivos.
Além disso, houveumamelhaa no teor nutrcional da dietadosanimais do plantl do
INPA uma \ez que ao longo dos 12 anos (intervalo compreendidosentre a primeira e
ultima lactagé) os estudosrelacionadosa fisiologia e nuticd destes animais em

caiveiro foram intensifcados (Chaon, 200).
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Figura 02: Compaaca entre o teor deaminoacidos no leite de peixe-boi da Amazénia mantidaem

caiveiro naladacé IA e IC por meiode analise de wriancia (ANOVA). *NS: ndo significaivo;

p<0,05: gynificativo; p<0,01: altarente sgnificativo.

Variacdo ao lango do tampo delactacdo

A concentrac® dosaminoaddos no leite do peixe-boi da Amazdnia analisadas
trimestmente ao longo dos2 anos delactacdo (IA e IB), formaram graficos de
regresséo polinomal de 4thordem, sugerindo uma osciiicd nas concentragdes destes
compostoglurante operiodo analisado. De modo gal osteares dos aminoacidos foram
mais elevados no pimeiro semestreda lactac@® IA e teares mais baixos no segundo

semestre da lactac@o IB.
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Em relagdo as andlises mensis (IC), de modo gera, obse&vou-se maior
diferenca no primeiro quando comparado com o restante dogness analisados. Desta
forma os gréficos deregressdodos ditrentes estgios de lactagédo res 3 latacoes
estudaas (1A, 1B, IC) estdo dispostoa seguir (figuras 03 a 1B

Ao avaliar cadaaminoécido ao longo das lactacBes estudads, percebeu-seque o
addo glutamico+ glutamina (GIx), apesar de ®r 0 aminoaddo maisabundante no leite,
apresentou na compaacéd mersal uma concentrac® menor no imeiro més de
lactacdo (9%), quando compaado com o segundo més de letagcédb em que essa
guantidade chegou a 19%, e atingiu seu pico deconcentrac@® (23%) logo nosprimeiros
seis mess da lactagd. Contudonas lactagbes 1A e 1B, em que faam apresentadas as
concentragdes desteaminoaddo por trimestreé possvel observar que, conformea idade
lactacional avangou, essa concentracdo sofreu uma disceta reducdo no leite
permanecendo nafaixa de20%do teordesteaté ofinal dalactacéo (figura 3).

O addo aspatico + asparagina (Asx) apresentou a menorconcentragdo no
primeiro més de latacdo (IC- 4,8%), no entanto a poporcdo deste aminoaddo
aumentouconforme os mess, atingindo o pico deconcentracé® no sétimo mésavaliado
de lactagédo (8,5%). Interessantedestacar que esta tendgncia foi corroborada pelos
resutados obtidos para 0 mesmo periodo nas ladacbes 1A e IB. O sgundo ano de
lactacdo, tanto em |IA quanto em IB, apresentaram uma tewléncia decrescente na

concentrac@® deste aminoaddo (™%b) (figura 4).
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Acido glutamico
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Fig. 03: Variac® longitudinal do amincdddo addo glutamico contido no leite de uma
fémeade peixe-boi da Amazdnia. O eixo X indica otempolactacdo (mesesk 0 eixo Y
indica a concentrac® de aminoaddo (%). Os pontosdistribuidos nos graficos
representam os priodosestudadosLactacé IA e IB T (1) 1-3 mess; (2) 4-6 mess; (3)
7-9 mess; (4)10-12 mess; (5) 13-15 mess; (6) 16-18 meses; (7) 19-21 meses; (8) 22-
24 mess. Lactagdo IC - (1) janeiro; (2) fevereiro; (3) marco; (4) abril; (5) maio; (6)
junho, (7 julho; (9) stembyo; (10) outubro.
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Acido aspético
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Fig. 04: Variacdo longitudinal do 4ddo aspatico contido no leite da fémeal onde o

eixo X indica o tempolactacéo (meses)o eixo Y indica a concentragéo de aminoécido

(%). Os pontosdistribuidos nos gréficos representam os periodos estudados,onde:
Ladacdo IA e IB T (1) 1-3 mess; (2) 4-6 mess; (3) 7-9 mess; (4) 10-12 mess; (5)
13-15 mess; (6) 1618 mess; (7) 19-21 mess; (8) 2-24 meses. Lactacdo IC - (1)
Janeiro; (2) Fevereiro; (3) Margo; (4) Abril; (5) Maio; (6) Junho, (7) Julho; (9)

Setembro;

(10)

Outulno.
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Foi verificada umaalta correlagc& entre otempode lactagéo e a concentracé do
aminoaddo treonina nas amodras analisadas, principalmente no que diz respeitoa IA
(r=0.99) (figura 05).A maior concentragdo deste aminoaddo foi verificada no final da
lactacdo 1B, no qual o teor desteaminodddo atingiu o pico de 48%. Entretanto,nota-se
gue a concentracd® deste aminoaddo no primeiro mésde lactacdo é o menor dentre
todos osémposanalisados (15%).

A serina, outro aminoécido que juriamentecom a treonina formam o grupo de
aminodddos polares neutros, apresentou uma concentragéo relativamente constnte ao
longo da lactacéo (5 + 1%) com destaque apenas para lactagéo 1B em quefoi verificado

o0 m&imo de concentragdo  deste composto  (%0)  (figura  06).
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Fig. 05: Variagdo longitudinaldo aminoaddo treoninacontida noleite. Oeixo X indica
o tempo lactacédo (meses)e o eixo Y indica aconcentrac@® de aminoécido (%). Os
pontos difribuidosnosgréficos representamos periodosestudadosLadacad |IA e IB T

(D 1-3 mess; (2) 4-6 mess; (3) 7-9 meses; (4) 10-12 mess; (5) 13-15 mess; (6)
16-18 mess; (7) 1921 mess; (8) 22-24 meses. Lactagéo IC - (1) janeiro; (2) fevereiro;
(3) maco; (4) abril; (5) maio; (6) junho, (7) julho; (9) setemlro; (10) outubro.
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Fig. 06: Variac® longitudinaldo aminodddo serina contida noleite. O eixo X indica o

tempolactacdo(mesesk 0 eixo Y indica aconcentragcd de aminoaddo (%). Os ponbos

distribuidosnosgréfi cos representamos periodosestudadas: Ladac® IA elB T (1) 1-3
mes; (2) 4-6 mess; (3) 7-9 meses; (4) 10-12 mess; (5) 13-15 mess; (6) 16-18
mess; (7) 1921 mess; (8) 22-24 meses. Lactagéo IC - (1) janeiro; (2) fevereiro; (3)
marco; (4) abril; (5) meio; (6) junho, (7) julho; (9) setemlro; (10) outubro.
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Ao analisar o grupo de aminoaddos apolares (Ala, Val, lle, Leu, Met, Phe, Tyr),
verificou-se umaconcentragd® muito baixa do aminoaddo sulfurado metiorina, o qual
atingiu no mé&ximo 2,4% da concentragdo total no ultimo mésde latac®d estudado
(outulro) (figura07).

O teor de aanina no leite do peixe-boi da AmezOnia apresentou-se mais
concentrado noprimeiro més delactacéo (8,5%), entretanto essaconcentracd reduziu
para cerca de 5%, permanecendo com umavariagdo maxima de aproximadamente 1%
a0 longo dosdois anosde lactac® (figura 08). Assimcomo a alanina, a concentragéo
de wdlina foi maior no primero més de letacéo. No entanto, quando avaliada
trimestamente (IA e IB) demonstrou uma dninuicd ao longo do primeiro ano.
Entretanto no segundo ano de lactacéo a valina sofre umaaéscimo tarto na pimeira

guanto na sgunda lactacéo (figura 09).
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Fig. 07: Variacéo longitudinal do aminoaddo metiorina contida no leite. O eixo X
indica otempolactacéo (mesesk oeixo Y indica aconcentrac@® de aminoaddo (%). Os
pontos ditribuidosnosgréficos representamos periodosestudads: Ladac® IA eIB 1
(D 1-3 mess; (2) 4-6 mess; (3) 7-9 meses; (4) 10-12 mess; (5) 13-15 mess; (6)
16-18 mess; (7) 1921 mess; (8) 22-24 meses. Lactagéo IC - (1) janeiro; (2) fevereiro;
(3) marco; (4) abril; (5) maio; (6) junho, (7) julho; (9) setemlbro; (10) outubro.
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