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Introdu ção geral  
 

 
 
 
 
 
 
 

Os peixes-bois pertencem a ordem Sirenia, composta por mamíferos 

exclusivamente aquáticos que tiveram sua origem a cerca de 50 milhões de anos atrás, 

durante o período Terciário. Possivelmente representam um dos primeiros ramos da 

linha de mamíferos placentários  que ocuparam  o  ambiente  aquático  e  os  únicos  a 

praticarem herbivoria (Best, 1984a).   Atualmente esta ordem está dividida em duas 

famílias distintas: Dugongidae e Trichechidae (Domming e Magor, 1978). O único 

representante vivente da família Dugongidae é o Dugong dugon (Marsh et al., 1986). A 

família   Trichechidae   inclui   três   espécies   de   peixes-bois:   Trichechus   inunguis, 

Trichechus manatus e Trichechus senegalensis. 

O peixe-boi da Amazônia Trichechus inunguis (Natterer, 1883) é o menor entre 

os sirênios, medindo na idade adulta aproximadamente três metros de comprimento e 

pesando até 450 kg (Rosas, 1994). A fêmea de T.inunguis tem um único filhote no 

intervalo de 2,5 a 5 anos, após gestação de aproximadamente 12 meses, sugerindo 

sincronização entre o estro e a disponibilidade de alimento (Best, 1982). O peixe-boi 

filhote é amamentado por pelo menos dois anos (da Silva et al., 2000), e mama 

frequentemente a cada hora, sendo que cada amamentação dura em média dois minutos, 

ocorrendo no intervalo entre uma respiração e outra (Ronald et al., 1978). 

Esta espécie é endêmica da bacia amazônica, podendo ser encontrada desde os 

rios da Colômbia, Peru e Equador até a Ilha de Marajó no Pará - Brasil (Domming, 

1981; Best, 1984), sendo que a sua distribuição está diretamente relacionada com a 

disponibilidade de alimento, com o regime de cheias e vazantes e a ausência de águas 

com forte correnteza (Best, 1984; Rosas, 1994).  
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De acordo com a classificação da União Internacional para a Conservação da 

Natureza o T. inunguis é considerado espécie vulnerável à extinção (IUCN, 2016). O 

status de conservação deste mamífero aquático se deve a vários fatores, principalmente 

à caça comercial no século passado, à baixa taxa reprodutiva da espécie e a perda de 

habitat (Rosas, 1994; da Silva et al., 2008). Apesar de esta espécie ser, no Brasil, 

oficialmente protegida por lei desde 1967 (Lei de Proteção a Fauna, N° 5197, de 03 de 

janeiro de 1967; Portaria N° 3481 de 31 de maio de 1973 e Portaria N°. 011, de 21 de 

fevereiro de 1986), ela continua sendo caçada tanto para subsistência dos povos 

ribeirinhos da Amazônia quanto para o mercado ilegal de carne que ocorre nas feiras 

municipais. 

Segundo relatos de pescadores no Lago Amanã (Rio Japurá), as fêmeas de 

peixe-boi são preferencialmente caçadas devido ao seu elevado teor de gordura, o que 

rende uma quantidade maior de mixira (comida típica preparada com carne e gordura de 

peixe-boi) e gordura (da Silva, comunicação pessoal). Associado a essa preferência, via 

de regra, fêmeas com filhotes são mais vulneráveis à caça, pois as crias necessitam vir 

com maior frequência à superfície para respirar (Best et al., 1982). 

Com  a  mãe  caçada,  o  filhote  órfão  não  tem  condições  de  sobreviver.  Os 

filhotes que são resgatados, por meio de denuncias ou entregues aos órgãos de defesa, 

são encaminhados aos criadouros conservacionistas ou centros de pesquisa, e recebem 

os cuidados necessários à sua sobrevivência. No laboratório de Mamíferos Aquáticos 

(LMA) do INPA, esses animais geralmente chegam muito estressados, apresentando 

diferentes deficiências nutricionais e problemas clínicos diversos como, por exemplo, 

desnutrição, septicemia e ferimentos/traumas (da Silva, 1999). Os filhotes chegam com 

idades variadas, sendo a grande maioria ainda lactente. Isto torna a reabilitação ainda 

mais complexa, uma vez que nesta faixa etária uma nutrição adequada é fundamental,
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pois todos os nutrientes de que o filhote precisa está presente em um alimento essencial 

a sua vida, o leite materno. 

 

 
 
 

Composição  nutricional do leite 
 

 
O leite é o produto da secreção das glândulas  mamárias e possui  a função 

primordial de alimentar o filhote de mamífero (Pereda, 2005). Trata-se de um produto 

equilibrado e composto por um sistema de multicomponentes (proteínas, lipídeos, 

carboidratos, vitaminas e sais  minerais).  Estes componentes estão separados  com 

funções parcialmente sobrepostas nutrindo filhotes e favorecendo o crescimento da 

microbiota intestinal simbiótica e transmitindo imunidade passiva (Jenness e Sloan, 

1970). 

Essa secreção contém  mais de 100 substâncias associadas e está em emulsão 

como a gordura, por exemplo, em suspensão no caso das caseínas ligadas a sais minerais 

ou em dissolução verdadeira como, por exemplo, a lactose, as vitaminas hidrossolúveis, 

as proteínas do soro e alguns sais minerais (Pereda, 2005). Estes nutrientes são 

ajustados em termos de quantidade e composição para cada espécie animal (Bacila, 

1980; Tronco, 1996). 

Apesar da importância de se conhecer a composição nutricional do leite das 

espécies de mamíferos, poucos são os trabalhos que avaliaram esse parâmetro para 

sirênios. Estudos determinando o teor nutricional do leite destes  animais devem-se 

principalmente a Bachman e Irvine (1979), que analisaram cinco amostras de leite de 

uma fêmea do peixe-boi da Flórida (Trichechus manatus latirostris) e descreveram a 

seguinte composição láctea: água, 70,50%; matéria seca, 29,50 %; lipídeos 21,40%; 

proteínas, 8,90% e carboidratos 0, 295%. Os autores relataram ainda a ausência de 

lactose no leite desta espécie.
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No estudo realizado por Pervaiz e Brew (1986) avaliando a composição do leite 

do golfinhoï nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) e do leite do peixe-boi da Flórida foi 

observado que tanto no leite do peixe-boi quanto no leite do golfinho os níveis de 

proteínas e lipídeos eram bastante elevados. Apesar disso, neste estudo, o leite do 

golfinho continha uma média de 2,2% de açúcares neutros, essencialmente lactose, 

enquanto que nas amostras de leite do peixe-boi marinho, a média foi de 0,6% de 

açúcares neutros. Contudo análises realizadas pela técnica de cromatografia líquida de 

alta eficiência - HPLC indicou a presença de baixos níveis de lactose juntamente com 

oligossacarídeos no leite do T. manatus. 

Vergara et al. (2000), trabalhando com o peixe-boi marinho das Antilhas 

(Trichechus manatus manatus) em cativeiro, coletou duas amostras de leite de uma 

fêmea lactante, com filhote de aproximadamente um mês de vida. A composição 

nutricional destas amostras era de 5,25% de proteínas; 17,40% de lipídeos; 125,00 mg 

de cálcio e 105,00 mg de fósforo. Os autores não detectaram a presença de lactose 

corroborando os resultados observados para o peixe-boi da Flórida (Bachman e Irvine, 

1979). 

 
Barbosa et al. (2011) avaliando os teores de água, gordura, proteína, cinzas e 

energia bruta no leite do peixe-boi da Amazônia em diferentes estágios de lactação 

encontram variação no teor de umidade de 68,55 - 82,1%, na gordura a variação entre 

8,76 e 19,73%, a proteína bruta que variou de 4,24  - 10,47% e nas cinzas a variação 

encontrada foi de 0,83  - 1,36%. Além disso, os teores de gordura e energia bruta 

aumentaram  ao  longo  da  lactação.  Os  teores  de umidade, proteína bruta, sólidos 

totais e energia bruta foram significativamente diferentes entre as fêmeas lactantes 

analisadas. A fêmea multípara apresentou diferença altamente significativa para os 

teores de umidade e proteína do leite, sugerindo que o aumento do número parturições 
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promove um incremento proteico no leite, fato comprovado em outras espécies. Não 

houve relação significativa entre o peso e o comprimento dos filhotes com os 

componentes do   leite   analisados.   Não   foi   detectada   diferença   significativa   nos   

teores   dos componentes do leite de fêmeas lactentes com filhotes machos. 

Apesar dos esforços em conhecer o leite de sirênios pouco se sabe a respeito das 

características bioquímicas em relação a qualidade nutricional  do leite de peixes-bois da 

Amazônia. Tais conhecimentos possibilitam o aperfeiçoamento na elaboração de dietas 

lácteas adequadas a espécie em questão em cativeiro.
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Objetivos 
 

 

Geral 
 

 

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

Amazônia no intuito de aperfeiçoar o sucedâneo lácteo fornecido aos animais em 

cativeiro. 

 

Específicos 
 

 

1.   Avaliar a composição de aminoácidos do colostro de T. inunguis nas 24 e 48 

horas após o nascimento. 

 

2.   Comparar a composição de aminoácidos livres e proteicos no colostro de peixe- 

boi da Amazônia 

 

3.  Pesquisar as proteínas majoritárias no colostro de T. inunguis nas primeiras 24 

horas de lactação. 

 

4.   Determinar a composição em aminoácidos do leite maduro de T. inunguis. 
 

 

5.   Verificar a variação ontogênica na composição de aminoácidos e no leite ao 

longo dos dois anos de lactação. 

 

6.   Avaliar as variações na composição de aminoácidos em três lactações distintas 

de uma mesma fêmea. 

 

7.   Comparar a composição de aminoácidos leite maduro e no colostro de peixe-boi 

da Amazônia. 

 

8.   Comparar a composição de aminoácidos no leite de Peixe-boi da Amazônia e 

no sucedâneo lácteo fornecido atualmente aos animais cativos. 

 

9.  Pesquisar as proteínas majoritárias no leite maduro de T. inunguis no primeiro 

mês de vida do filhote
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RESUMO 
 
 
 
 
 
 

O peixe-boi da Amazônia é um mamífero aquático que possui a placenta do tipo zonária 

e endotéliocorial.   Essa conformação placentária bloqueia parcialmente a passagem de 

anticorpos aumentando a necessidade de ingestão imediata do colostro pelos filhotes. 

Neste contexto, conhecer as propriedades da composição bioquímica do colostro deste 

mamífero aquático é muito importante para a compreensão da fisiologia da espécie e para 

que  sejam  orientadas  medidas  de  manejo  para  garantir  a  saúde  dos  T.inunguis  em 

cativeiro nas primeiras fases do desenvolvimento. O objetivo deste estudo foi caracterizar 

as proteínas e a composição em aminoácidos no colostro do peixe-boi da Amazônia 

Trichechus inunguis mantido em cativeiro. Foram coletadas, duas amostras de colostro de 

uma  fêmea  cativa  no  Centro  de  Preservação  e  Pesquisa  de  Mamíferos  Aquáticos, 

Balbina-AM, em dois dias consecutivos, correspondendo as primeiras 24 e 48 horas após 

o parto. Os aminoácidos proteicos e livres do colostro ñin naturaò foram analisados por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência por troca iônica. As proteínas foram 

determinadas por meio de SDS PAGE seguida por análise MALDI-TOF-MS. Os 

aminoácidos mais abundantes no colostro nas primeiras 24 horas foram: ácido glutâmico 

(20,4%) e prolina (13,7%). Os aminoácidos disponíveis em menor quantidade foram: 

arginina (0,9%), glicina (1,1%). O ácido aspártico e a serina foram os aminoácidos que 

sofreram os maiores decréscimos em suas concentrações totais entre as amostras de 24 e 

48 horas (redução de 6,4% e 0.9% respectivamente) após o parto. Os aminoácidos livres 

mais abundantes no colostro foram o ácido aspártico (18%) e a prolina (15%). Foram 

identificadas quatro proteínas majoritárias no colostro (soroalbumina bovina, 

Apolipoproteina E, proteína dedo de zinco e a proteína DREBRIN) e um polipeptídio rico 

em prolina e serina. O colostro para esta espécie não parece estar relacionado com 

a função específica de transmitir imunidade, mas de atuar como um promotor do 

desenvolvimento imunológico do filhote fornecendo subsídios necessários capazes de 

garantir a síntese da própria imunidade do neonato. Além disso, as proteínas identificadas 

neste trabalho sugerem preparar o recém-nascido para metabolizar leite maduro, rico em 

lipídeos e fornecendo subsídios para o desenvolvimento neurológico do recém-nascido. 
 
 
 
 

 
PALA VRAS-CHAVE: Lactação; Bioquímica; Mamífero de água doce; 

Imunização.
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ABSTRACT 
 

 
 
 
The Amazon manatee is an aquatic mammal that possesses the placenta of the zonary 

and endotheliochorial type. This placental conformation partially blocks the passage of 

antibodies, increasing the need for immediate colostrum intake by the offspring. In this 

context,  knowing  the  biochemical  composition  properties  of  the  colostrum  of  this 

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

species and for guiding management measures to guarantee the health of captive 

T.inunguis  in  the early stages  of development.  The objective of this study was  to 

characterize  the  proteins  and  amino  acid  composition  in  the  colostrum  of  the 

Amazonian manatee Trichechus inunguis kept in captivity. Two samples of colostrum 

from a captive female were collected at the Center for the Preservation and Research of 

Aquatic Mammals, Balbina-AM, on two consecutive days, corresponding to the first 24 

and 48 hours after delivery. Protein and free amino acids from "in nature" colostrum 

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

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

most abundant amino acids in colostrum in the first 24 hours were: glutamic acid 

(20.4%) and proline (13.7%). The lowest available amino acids were: arginine (0.9%), 

glycine (1.1%). Aspartic acid and serine were the amino acids that suffered the greatest 

decreases  in  their  total  concentrations  between  the  samples  of  24  and  48  hours 

(reduction of 6.4% and  0.9%, respectively) after delivery. The most abundant  free 

amino acids in colostrum were aspartic acid (18%) and proline (15%). Four major 

proteins were identified in colostrum (bovine serum albumin, Apolipoprotein E, zinc 

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

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

transmitting  immunity  but  rather  to  act  as  a  promoter  of  the  infant's  immune 

development by providing necessary subsidies capable of ensuring the synthesis of 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 subsidies for 

the neonatal development of the newborn. 
 

 
 
 
 

KEYWORDS: Lactation; Biochemistry; Fresh water mammal; 

Imunization
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1.   INTRODUÇÃO 
 
 
 
 
 
 

O peixe-boi da Amazônia é endêmico da bacia amazônica e encontra-se 

ameaçado de extinção, estando classificado como espécie ñVulnerávelò (IUCN, 2011). 

T.inunguis possui baixa taxa reprodutiva e sua gestação dura de 11 a 12 meses 

(Nascimento et al., 2002), quando geralmente nasce apenas um filhote a cada quatro 

anos  (Best, 1984). 

Esta espécie possui a placenta do tipo zonária e endotéliocorial, semelhante ao 

seu parente filogenetico mais próximo, os elefantes (Carter et al., 2008). De acordo com 

Carter e  Enders (2013), esta conformação placentária está associada a um longo período 

de gestação, pequenas ninhadas e filhotes precoces que demandam maiores cuidados 

durante as primeiras etapas do desenvolvimento. Entretanto, a placenta zonária e 

endotéliocorial possui elevado número de camadas placentárias, bloqueando a 

passagem de anticorpos da mãe para o feto (Carter e Enders,  2013). Isso pode 

comprometer gravemente a homeostase do neonato, uma vez que este ao nascer está 

suscetível a infecções microbianas (Tizard 2002). 

Na maioria das espécies de mamíferos faz-se necessária a ingestão imediata do 

colostro, fluido rico em nutrientes, secretado pela glândula mamária de mamíferos do 

sexo feminino, durante as primeiras 24-48 horas e após o parto, no intuito de assegurar a 

saúde do filhote, devido a transmissão passiva de imunidade (Bernabucci et al., 2013). 

Em bovinos a composição proteíca do colostro é formada majoritariamente por 

imunoglobulinas   (IgG,   IgA   e   IgM),   ou   seja,   anticorpos   responsáveis   pelo 

reconhecimento  do  antígeno conferindo-lhe  ao  bezerro  a  imunidade  necessária.  No
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entanto, outras proteínas essenciais para o filhote estão disponíveis no colostro, como 

por exemplo, a soroalbumina (BSA), a lisozima e a lactoferrina (Sgarbieri, 2004). O 

colostro também possui hormônios, fatores de crescimento e outras enzimas, os quais 

desempenham  atividades  associadas  à  maturação  do  trato  digestório  e  de  outros 

sistemas, desempenhando importante papel no crescimento e desenvolvimento do 

neonato (Odle et al., 1996). 

Desta forma, tanto os aminoácidos que integram as proteínas quanto os que estão 

livres na solução coloidal, que são disponibilizados no colostro e então repassados da 

mãe para o filhote através do colostro, são essenciais para o desenvolvimento 

imunológico da cria nesta fase primordial da vida (Wu e Knabe, 1994; Csapó-Kiss et 

al., 1995).  Em síntese, o colostro por possuir elementos que modulam o sistema imune 

do neonato, tem a função de fornecer elementos que protegerão o recém-nascido 

enquanto este desenvolve sua própria imunidade (Chirico et al., 2008). Isso evidencia a 

importância das pesquisas relacionadas ao colostro em diferentes mamíferos. 

Apesar disso, Nofs et al. (2013) estudando o nível de anticorpos séricos de 

elefantes (Elephas maximus) recém-nascidos antes de receberem o colostro, verificaram 

que o colostro não parece ser o principal responsável pela transmissão materno-fetal de 

imunidade, uma vez que os recém-nascidos tinham toxóide antitetânico e anti-raiva 

equivalentes  ou mais elevados do que os títulos de suas mães desde o nascimento até 

cerca dos 3 meses de idade, sugerindo que a maior parte da transferência imunidade 

materno-fetal em elefantes, ocorra de forma transplacentária. 

Entretanto, no caso de peixes-boi, não existem informações a respeito das 

propriedades do colostro, uma vez que a obtenção de amostras desta secreção é rara, 

mesmo de animais mantidos em cativeiro.
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Neste  contexto,  o conhecimento da  composição bioquímica do colostro deste 

mamífero aquático é muito importante para a compreensão da  fisiologia  láctea  desta  

espécie  auxiliando  nos  estudos  de  reabilitação  e manutenção do peixe-boi em 

cativeiro e por consequência na sua conservação. O objetivou deste estudo foi 

caracterizar as proteínas e a composição em aminoácidos no colostro do peixe-boi da 

Amazônia em cativeiro. 

 

 
 
 
 
 

2.   MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 
 

2.1.Amostras 
 
 
 
 

2.1.1. Coleta de material biológico 
 
 
 
 

Colostro: Foram coletadas duas amostras de colostrode uma fêmea de peixe-boi 

da Amazônia cativa no Centro de Preservação e Pesquisa de Mamíferos 

Aquáticos, Balbina, AM, em dois dias consecutivos correspondendo as primeiras 

24 e 48 horas após o parto (Tabela 1). O material foi coletado por ordenha 

manual das mamas higienizadas com solução de álcool iodado a 30% e secas 

com papel toalha descartável. As amostras foram acondicionadas em tubos 

plásticos Eppendorf®, lacradas, identif icadas e mantidas congeladas (-20
o
C) até a 

análise. 
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Tabela 1: Dados da fêmea de peixe-boi da Amazônia lactante estudada. 

 

 

Fêmea Parturição 
Data de 

nascimento do 
filhote 

Quantidade de 
amostras 

Dados das 
amostras 

Laia Primipara 05/12/2011 02 

2
o
 dia de 

lactação (24 
horas pos-

parto) 

3
o
 dia de 

lactação (48 
horas pos-

parto) 

 

  
 

 

 

2.2. Análise do material biológico 
 
 
 
 

O material coletado foi analisado na Central de Sequenciamento de Proteínas do 

Laboratório de Química e Função de Proteínas e Peptídeos-LQFPP da Universidade Estadual 

do Norte Fluminense Darcy Ribeiro ï UENF de acordo com o metodologia proposta por Allen 

1989.  

 

 
 

2.3.1.   Metodologia para análise da composição de aminoácidos 

 
2.3.1.1.Clivagem: 

 
 
 
 

Foram aliquotados cerca de 50 µL das amostras ñin naturaò. As amostras foram diluídas  

em  50  µL  em  solução  de  HCl  12  M  (Sigma  Aldrich).  Esta  solução  foi depositada em 

frasco de vidro React vial®, vedado e colocado em banho de areia por cerca de 90 minutos a 

uma temperatura de 150
0
C. Em seguida as amostras foram secas sob gás nitrogênio e 

ressuspendida em 1000 µL de HCl 0,001 M, filtr ada e armazenada para posterior análise.  As 
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amostras clivadas e ressuspendidas, foram então diluídas em proporção 1:50 em HCl 0,001 M 

aplicados 20 µL no analisador de aminoácidos. 

2.3.1.2. Aminoácidos livres: 

 
 

Foram aliquotados cerca de 10 µL das amostras ñin naturaò. As amostras foram 

diluídas na proporção 1:100 em solução de HCl 0,001 M, filtr ada e armazenada para posterior 

análise.   As amostras diluídas e filtradas, foram novamente diluídas na proporção 1:100 e 

aplicados 20 µL no analisador de aminoácidos. 

 

 
 

2.3.1.3. Método  cromatográfico 
 

 
As  amostras  foram  analisadas  em  cromatógrafo  líquido  de  alta  eficiência (CLAE) 

Shimadzu LC-10AD seguindo o manual de instruções do equipamento (SHIMADZU 

CORPORATION, 1993), equipado com coluna de troca catiônica Shimadzu Shim-pack 

Amino-Na de 4,6 x 100 mm e detector de fluorescência. 

 

Para  eluição  foi  empregado  um  gradiente  crescente  de  pH,  constituído  por tampão 

citrato de sódio, kit Shimadzu, tipo NA, formado pelas soluções AA-MA, AA- MB, AA-MC. 

Os aminoácidos foram detectados por fluorescência de excitação/emissão de 350 nm e 450 nm, 

respectivamente, utilizando derivatização pós-coluna em uma solução 0,08% de 

ortoftaldialdeído (OPA) em tampão carbonato de sódio. A prolina foi detectada em solução de 

hipoclorito. A composição química das soluções está descrita na tabela 2.  A temperatura da 

coluna foi de 60°C, o fluxo de eluição 0,5 mL/min.  O tempo de corrida foi de  45 min. 

A coluna C18 foi padronizada com uma mistura de aminoácidos para hidrólise de 

proteínas (Sigma Aldrich A9781) constituída de ácido aspártico (Asn), ácido glutâmico (Gln), 

treonina (Thr), prolina (Pro), glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), tirosina 
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(Tyr), fenilalanina (Phe), lisina (Lys), arginina (Arg), serina (Ser), isoleucina (Ile). Foram 

aplicados 500 ɟ moles de cada aminoácido. 

 

Tabela 02: Caracteristicas químicas dos reagentes (fase móvel) usados para eluição 

dos aminoácidos no colostro de T.inunguis. 

 
 

 

Caracteristicas             Unidade                          Soluções para reação 
 

Pré-coluna 
 

 
AA-MA  AA- MC  

Normalidade - 0,20 0,20 

 

pH 
 

- 
 

3,20 
 

(não ajustar) 

Citrato de sódio H2O2 
 

Hidróxido de sódio 

(g) 
 

(g) 

58,8 
 

- 

- 
 

4,0 

Ácido bórico (g) - - 

Etanol (mL) 210,0 - 

Ácido perclórico (60%) (mL) 50,0  

NaOH (mL) - - 

Volume final (mL) 3.000 500 

    

  OPA Hipoclorito  

Carbonato de sódio (g) 20,4 20,4 

Ácido bórico (g) 6,8 6,8 

Sulfato de potássio (g) 9,4 9,4 

Ortoftaldialdeido (OPA) (mg) 400 - 

Hipoclorito de sódio (mL) - 0,20 

Etanol (mL) 7,0 - 

Ŭ-mercapetanol (mL) 1,0 - 

Brij -35 (10%) (mL) 2,0 - 

Volume final (mL) 500 500 
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2.3.2.   Avaliação da natureza proteica do colostro de peixe-boi da Amazônia 

 

 
Com a finalidade de entender os aspectos funcionais das proteínas do colostro 

nas primeiras 24 horas pós-parto desta espécie em cativeiro, estas foram fracionadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) e as bandas majoritárias identificadas por 

espectrometria de massa.  O experimento consistiu em: 

 

 
 

2.3.2.1.Extração proteica 
 
 
 

Foram  separados  500  µL  de  amostra  de  colostro  e  realizado  o  procedimento  

de retirada da gordura, onde a amostra foi centrifugada a 6000 rpm por 30 minutos a 4 

0
C. Não foi necessário repetir o procedimento. Em seguida o sobrenadante foi separado 

do precipitado e colocado em microtubos  diferentes.  A amostra foi diluída em água 

destilada na proporção 1:6.  O material foi congelado  a  -20 
0
C  e armazenado  até a 

preparação do SDS- PAGE. 

 
 
 

2.2.2.2 Eletroforese unidimensional em gel de poliacri lamida usando 

dodecilsulfato de sódio em condições desnaturantes (SDS-PAGE) 

 

 
 

As amostras de colostro foram processadas em gel de poliacrilamida 15% 

empregando-se o método descrito por Laemmli (1970). Foi mensurado 6 µL das 

amostras de colostro delipidada e diluída em água destilada, então adicionaram-se 8 µL 

em tampão de amostra com SDS (SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), Tris HCl 0,125 M 

pH 6,8) e ɓ-mercaptoetanol  e mantidas em fervura em banho-maria por 3 minutos. 

Em seguida as amostras foram aplicadas em lacunas de aplicação de amostra (poços).
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A migração eletroforética das proteínas foi realizada em um sistema de 

eletroforese Mini Protean III Bio-Rad utilizando placas de vidro com espaçador de 1,00 

mm à temperatura ambiente e voltagem constante de 50 V no sistema Hoefer®. Em 

seguida os géis foram corados com uma solução de azul brilhante de Coomassie R-250 

0,1% em Metanol 40% e ácido acético a 10% (REISNER, 1984) e descorados com uma 

solução de Metanol (40%) e ácido acético (10%) para remover o excesso do corante. Os 

géis foram fotografados com máquina digital e as imagens obtidas foram guardadas para 

determinação da massa molecular a partir da distância de migração das bandas de 

proteínas usando o marcador de peso molecular colorido (Rainbow molecular weight 

marker, Amersham Life Science, Arlington Heights, IL) no volume de 5 µL. 

 

 
 
 

2.2.2.3. Espectrometria de Massas (MS) 
 
 

As bandas proteicas majoritárias visualizadas por eletroforese foram recortadas do 

gel com o auxílio de uma lâmina de bisturi estéreo e colocadas em microtubos de 1,5 

mL com solução descorante de bicarbonato de amônia 25mM e 50% de acetonitrila 

(ACN) por 24 horas a 5ᴈ. 

Posteriormente, a solução foi retirada dos microtubos e colocado 350 µL de agua 

ultrapura por 5 minutos; passado este tempo, retirou-se a agua ultrapura, e em seguida 

adicionou-se ACN 100% e procedeu-se a incubação dos microtubos a temperatura 

ambiente por 20 min (até que os pedaços de gel ficassem opacos); finalmente, a ACN foi 

removia totalmente em centrifuga evaporadora a vácuo SPEED VAC® a 30 
0
C por 60 min. 

Posteriormente foi realizado processo de digestão, no qual os pedaços de gel foram 

reidratados com uma solução de tripsina (33 ng/µL) de forma a cobri-los e incubados a 37 

0
C por 24 h. 
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Após a digestão enzimática das bandas proteicas os peptídeos foram extraídos pela 

adição de 25 µL de uma solução 50% ACN e 5% ácido trifluoracético (TFA) e agitação 

por 30 min. A solução com os peptídeos foi removida para um novo microtubo e 

repetido o processo anterior até obter um volume final de 50 µL; finalmente, esta 

solução foi concentrada em 10 µL no Speed Vac® a 30  por 40 min.

 

Posteriormente a este processamento, os peptideos foram dessalinizados, 

concentrados e purificados por cromatografia em microcoluna C18 Zip-Tip® Pipette - 

ñTipsò (Millipore). Os tips foram ativados com ACN, equilibrados com solução de TFA 

0,1% (v/v) em água ultrapura (TEDIA). A amostra foi aspirada e dispensada por 8 ciclos 

seguidos, posteriormente, o tip foi lavado com a solução de TFA 0,1% (v/v) em água 

ultrapura. Os peptídeos retidos no tip foram eluídos com solução de eluição (60% 

ACN/0,1%TFA/água ultrapura) e depositados em frascos de vidro para cromatografia 

estéril (vials) para serem analisados por espectrometria de massas. 

Os peptídeos gerados foram separados em nanoACQUITY UPLC, coluna trap C18 

 
5 mm (180 um x 20 mm) a 5 mL/min durante 3 minutos e depois a uma coluna analítica 

de fase reversa nanoAcquity HSS T3 1,8 (100 mm x 100 mm ) a 600 nL / min, em 

temperatura 60°C. Para a eluição dos peptídeos um gradiente binário foi utilizado 

constituído de fase móvel A 0,1% ácido fórmico e fase móvel B o,1% de ácido fórmico 

em acetonitrila em um gradiente de até 85 % de B em tempo total de 108,09 minutos. A 

espectrometria  de  massas  foi  realizada  em  espectrômetro  de  massas  Synapt  G2-Si 

HDMS (Waters, Manchester, UK) em modo ESI-LC-MS/MS. Os espectros adquiridos 

foram processados e as informações pareadas com banco de dados do software 

Progenesis QI for Proteomics Software V.2.0 (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK) 

base de dados UniProt/Bos Taurus e Trichechus sp. Informações adicionais foram 

obtidas em software Blast2Go.
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Análise estatística 
 
 
 
 

Para análise dos dados obtidos a partir dos cromatogramas no analisador de 

aminoácidos utilizou-se a análise de variância com um critério (ANOVA) aplicando o 

Software Bioestat ï versão 5.3. Esse teste estatístico foi empregado para verificar a 

variação de cada aminoácido contido no colostro de peixe-boi da Amazônia (variável 

dependente)  em  função  das  variáveis  independentes;  variação  da  composição  do 

colostro no 2º e 3º dia de lactação; comparar a composição de aminoácidos prontamente 

disponíveis no colostro (aminoácidos livres) aos aminoácidos totais (hidrolisado + 

livres). O teste a posteriore de Tukey foi empregado para comparar os resultados que 

apresentaram variações significativas. Para todos os testes estatísticos empregados 

adotou-se o nível de decisão de 95% (p=0,05).
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3.   RESULTADOS 
 
 
 
 

3.1 Análise da composição de aminoácidos 
 
 
 
 
 

Em relação às análises cromatográficas, o aminoácido de maior abundância no 

colostro nas primeiras 24 horas após o parto foi o ácido glutâmico (20,4%), seguido da 

Prolina (13,7%) e do ácido aspártico (9,9%). Já os aminoácidos arginina (0,9%), glicina 

(1,1%), serina (1,2%) e histidina (1,5%) foram os que apresentaram menor quantidade 

dentre os componentes analisados nessa amostra. Nas amostras de 48 horas após o 

parto,  os  aminoácidos  em  maior  quantidade  no  colostro  foram:  ácido  glutâmico 

(20,1%), prolina (16%) e valina (10,7%). Entretanto, os aminoácidos  presentes  em 

menor quantidade foram a serina (0,3%), arginina (0,8%), glicina e histidina (1,2%). 

A quantidade total de aminoácidos essenciais foi de 46,5% enquanto que a 

quantidade de aminoacidos não  essenciais  foi de 56,1 % nas  primeiras  24  horas  de  

lactação.  Houve  um  incremento  em aminoácidos essenciais valina (1,6%), leucine 

(1%) e lisina (1%) quando se comparou a composição de aminoácidos nas amostras de 

24 e 48 horas após o parto. No que diz respeito a aminoácidos não essenciais, somente 

os teores de prolina (2,3%), tirosina (1%) e alanina (2,1%) tiveram um acréscimo entre 

24 e 48 horas. O ácido aspártico e a serina foram os aminoácidos que sofreram as 

maiores variações em suas composições entre as duas amostras (24 e 48 horas). Os 

aminoácidos glicina, metionina, isoleucina, fenilalanina, histidina, lisina e arginina não 

sofreram variações na sua composição durante o período estudado.
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Tabela 3: Composição de aminoácidos no colostro nas primeiras 24
* 

e 48 horas após o 

parto em comparação com o perfil de aminoácidos livres
* 

em peixes-boi da Amazônia 

(Trichechus inunguis) em cativeiro. 
 
 
 
 
 

Aminoácidos (%)   24 horas pós-parto
*     

48 horas pós-parto   Aminoácidos 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 

 

Ile 
 

5.4 
 

5.4 
 

5.62 

 

Leu 
 

9.1 
 

10.1 
 

8.57 
 

             Thr                             2.7                               2.0                              2.39   
 
     Não 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 
 

1.1 
  

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 
*
: Comparado estatisticamente por meio de análise de variância (ANOVA).
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Q
u
an

tid
a

d
e 

(%
)  

25.0 

 
20.0 

 

 
 

15.0 

NS 
 

 
<0.01 

 

 
 
 

24 hrs pós-parto      48 hrs pós-parto 
 
 

 

 

10.0 
 

 
 

5.0 
 

 
 

0.0 

 
 
<0.01 

 
 
 
 
 

 
< 0.05 

 

 
 
 
 
 
 
 

<0.01 

 
 

<0.01 
 
 
 

 
NS 

<0.05 
 
 
 
 

 
NS 

 

<0.05 
 

 
NS 

 

 
 
 
 

NS 
<0.01 

 

NS 
 
 
 
 

 
NS                 

<0.05

Asp     Thr      Ser      Glu      Pro      Gly      Ala      Val     Met      Ile      Leu      Tyr      Phe      His      Lys      Arg 
 

Aminoácidos 
 
 

Gráfico 1: Comparação do teor de aminoácidos no colostro entre as primeiras 24 e 48 horas após o 

parto  por meio  de análise de variância (ANOVA). *NS:  não  significativo;  p<0.05:  significativo; 

p<0.01: altamente significativo. 

 

 
 

O  perfil  de  aminoácidos  livres  foi  muito  próximo  aquele  dos  aminoácidos 

presentes  em  proteínas,  sendo  que  as  principais  diferenças  foram  observadas  para 

serina,  histidina,  metionina  e  tirosina  (Gráfico  2).  Destaca-se que  a  serina  só  foi 

detectada associada à proteína, enquanto que os aminoácidos histidina, metionina e 

tirosina foram encontrados principalmente na forma livre.
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)  
25 

 
 

<0.05 
20 

 
<0.01 

15 

aminoácidos livres 

colostro hidrolisado 

 

 

10   
<0.01 

 
 

 
5 

NS 

 

 
 
 
 
 
 
 

<0.01 

NS 

NS 

 

<0.01 

NS 

 

<0.05 
 
 

NS 

 
 
 
 
 
<0.01 

 

NS 
 

 
NS 

<0.01 

 
NS

 

0 

Asp     Thr      Ser     Glu     Pro     Gly      Ala      Val     Met     Ile      Leu      Tyr     Phe     His      Lys     Arg 

Aminoácido 
 
 

Gráfico 02: Comparação do teor de aminoácidos no colostro total nas primeiras 24 horas após o parto 

e  os  aminoácidos  livres  no  colostro  por  meio  de  análise  de  variância  (ANOVA).  *NS:  não 

significativo; p<0.05: significativo; p<0.01: altamente significativo. 

 

 
 

3.2    Identificação de proteínas no colostro por espectrometria de massas 
 
 
 
 

A partir do SDS-PAGE foi possível visualizar quatro spots com maior abundância de 

proteínas (figura 1). No spot B (colostro-sobrenadante) observou-se duas proteínas com massa 

molecular aproximadamente de 50 KDa e no spot C (colostro- precipitado) proteínas com 

massa molecular de aproximadamente 50, 13 e 10 KDa.  Os espectros oriundos das análises de 

sequências peptídicas retiradas dos spots analisados indicaram a presença de seis proteínas com 

propriedades distintas contidas no colostro. Essas proteínas estão demonstradas na tabela 04.
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a                             b                            c 
 
 
 
 

 

260kDa                                                            1                            2 
 

140 kDa 
100 
kDa 

 

70 kDa 

50kDa 
 

40 kDa 
 

35 kDa 
 

 

25 kDa 
 
 
 
 

 
15 kDa 

 
 

3 
10 kDa                                                                             4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Gel SDS-PAGE do colostro de peixe-boi da Amazônia indicando os spots coletados 

para a análise em espectrometria de massas. Poços: a- marcador de peso molecular; b- colostro 

sobrenadante; c- colostro precipitado.
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Tabela 4: Sequências peptídicas obtidas do colostro de peixe-boi da Amazônia. As sequencias 

foram identificadas nos bancos de dados UniprotKB/NCBI 

 
Banda         Proteína                        Sequência                       Score         Acesso 

MPCTEDYLSLILNR 

KVPQVSTPTLVEVSR
ALBU-
BOVIN 

 
1  Serum 

albumina 

 
 

2          BOVIN KRT18 
 
 
 
 
 
 
 
 

F2Y907_BOV

IN Zinc finger 

protein 507 

 

 
 
 

3 

 

HPYFYAPELLYYANK 

AWSVAR ADLAK 

YICDNQDTISSK 

LAADDFR 

AQYDELAQK 
 

GEVALK SLSPAEAK 

GLATDENAPPGRR 

DSELINKGLATDENAPPG 

ELINKGLATDENAPPGR 

ENLLDHMKEHEGEIVNIIL 

NKDHNTTLNTN 

HASDQNYNYEQVNK 

WYAYEQYGMYRCLFCS 

YTCGQQR 

 

 

43%         BOJYQO 
 
 
 
 
 
 

 
100%         A6H7D3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

58%           F2Y907

 

Q0ZCB4_BOV

IN 

Apolipoprotein 

E 

LQAEAFQAR 

VEEQGNQMR 

IRQQLEEVHAK 

 
 

38.8% 

 
A7YWR0 
 

Q0ZCB4

G3N2L7_BOV

IN proline and 

serine-rich 

protein 3 

 
DTPLAEVK QAQPTSREER 

VDAQIAHLLGHPEDPESWSSPAR 

 
 
 

74%           G3N2L7

 

Q1RMT6_BO
VI 

4 
N 

Drebrin 

TDAAVEMK 
 

YVLINWVGEDVPDARK 

 

58%          Q1RMT6

 

 

.
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As sequências obtidas foram pareadas com o banco de dados de Bos taurus e posteriormente 

comparadas com o banco de dados UNIPROT/NCBI de Trichechus manatus latirostris.   Estas duas 

comparações foram necessárias para minimizar possíveis erros indutivos do software, entretanto o 

maior número de peptídeos gerados após a clivagem com tripsina e detectado no equipamento de 

espectrometria de massas foi demonstrado em proteínas do banco de Bos taurus (Figura 2: 1-5). As 

proteínas que tiveram mais de 10% de cobertura de sequência pelos peptídeos identificados foram 

demonstradas na tabela 04. 

 

 
 

MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCP 

FDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGNMADCCEKQ 

EPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYFYAPEL 

LYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLTSSARQRLRCASIQKFGERALKA 

WSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDNQDTIS 

SKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAVPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFL 

YEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNLIKQ 

NCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCT 

EDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFT 

FHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEAC 

FAVEGPKLVVSTQTALA 
 

 
 
 

Figura 2.1: Sequência completa de BOJYQO - ALBU-BOVIN Serum albumin de Bos 

Taurus. Sequências em vermelho representam os peptídeos identificados no presente estudo. 

Os peptídeos sublinhados demonstram  as sequências verificadas na mesma proteína do 

banco de Trichechus manatus latirostris.
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MEEGSSVAMLVSDIGEQEAMLTAKTVISSSLEIDEQRKAKTDPLIHVIQKLSKIVEHEK 

SQKCLLIGKKRPRSSAAAHSLLESQESCEIPAKVTQSPATDIRRAEMSQIHFTPDSPAQ 

SDGKAMSYQCSLCKFLSSSFSVLKDHIKQHGQQNEVILMCAECHITSKSQEELEAHVVN 

DHENDANSHTQSKAQQCISPTNPLCHQTSERKNETIPDIPASVDNLQTHTVQTASVAEI 

GKRKWYAYEQYGMYRCLFCSYTCGQQRMLKTHAWKHAGEVDCSYPIFENENEPLGLLDS 

SVAAAPSGVHAVVIAIGDNELSIHNGPSVQVQICSSEPLSSSSPLEQSAEGGVHLSQSV 

TLDPNEEEMLEVISDAEESLVGDSLLSSAQKIISSSPNKKGHVNVIVERLPSAEETLSQ 

KHFLMNAEIEEGKSLSPAEAKLVCEGRGEVYHADKCTVDIGGLIIGWGNSEKKDSELIN 

KGLATDENAPPGRRRTNSESLRLHSLAAEALVTMPIRAAELTRTNLGHYGNINLLDPDT 

GQRQVDGAVAAYSKMMSPLKNSPEGLASFNQSNSTLVALPEGRQELADGQVKTGISMSL 

LTVIEKLRERTDQNASDDDILKELQDNAQCQPNSDASLSGSSVVEYIPNAERPYRCRLC 

HYSSGNKGYIKQHLRVHRQRQPYQCPICEHIADNSKDLESHMINHCKTRIYQCKQCEDS 

FHYKSQLRNHEREQHSLPDTLSIATSNESRISSDKTDGKCVQEGNKSSVQKQYRCDVCD 

YTSTTYVGVRNHRRIHNSDKPYRCSLCGYVCSHPPSLKSHMWKHASDQNYNYEQVNKAI 

NDAISQSGRIRGKSSGKMVLNSNEERADSLTSGSSENLVSSSELIPQAPNEVRGPNENE 

KLSPASNTSKNSSLAPPGVEYCVLLFCCCICGFESTSKENLLDHMKEHEGEIVNIILNK 

DHNTTLNTN 
 

 
 
 

Figura  2.2:  Sequência  completa  de  F2Y907_BOVIN  Zinc  finger  protein  507  de  Bos 

Taurus. Sequências em vermelho representam os peptídeos identificados no presente estudo. 

Os peptídeos em negrito e sublinhados demonstram as sequências verificadas na mesma 

proteína do banco de Trichechus manatus latirostris. 

 
 
 

MRDSEKPLLLPFIEHLLGAHNRPKIGWPIASQKMKVLWVAVVVALLAGCQADMEGELGPEEP 

LTTQQPRGKDSQPWEQALGRFWDYLRWVQTLSDQVQEELLNTQVIQELTALMEETMKEVKAY 

KEELEGQLGPMAQETQARVSKELAAQARLGSDMEDLRNRLAQYRSEVQAMLGQSTEELRARM 

ASHLRKLRKRLLRDADDLKKRLAVYQAGASEGAERSLSAIRERFGPLVEQGQSRAATLSTLA 

GQPLLERAEAWRQKLHGRLEEVGVRAQDRLDKIRQQLEEVHAKVEEQGNMRLQAEAFQARLR 

SWFEPLVEDMQRQWAGLVEKVQLALRPSPTSPPSENH 
 

 
 

Figura 2.3: Sequência completa de Q0ZCB4_BOVIN Apo lipoprotein E de Bos Taurus. 

Sequências em vermelho representam os peptídeos identificados no presente estudo. Os 

peptídeos sublinhados demonstram as sequências verificadas na mesma proteína do banco de 

Trichechus manatus latirostris.
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MAADEHEGPGPQLRGALGQVVKARLFPDCLEDTPPRLEGPPPHEAEPRKAKATHPLTPR 

SEVTAHLSESRDRSKAVSRNAKTMLPLAGSVPRKDKDTPLAEVKCLQPKILPPPAEVVA 

TCVTAPRSPFEAGSLEVVATPSPAAGDAPSEDLLSQAARLLQAAEDSDGSEFQDDPILQ 

VLRIQRTALRQQKRKVDAQIAHLLGHPEDPESWSSPARSPPPDPQGCG 
 

 
 
 

Figura 2.4: Sequência completa de G3N2L7_BOVIN proline and ser ine-r ich protein 

 
3  de Bos Taurus. Sequências em vermelho   representam os peptídeos identificados no 

presente estudo. 

 

 
 
 
 

MAGVSFSGHRLELLAAYEEVIREESAADWALYTYEDGSDDLKLAASGDGGLQELSGHFE 

NQRVMYGFCSVKDSQAALPKYVLINWVGEDVPDARKCACASHVAKVAEFFQGVDVIVNA 

SSVEDIDAGAIGQRLSNGLARLSSPVLHRLRLREDENAEPVGTTYQKTDAAVEMKRINR 

EQFWEQAKKEEELRKEEERKKALDERLRFEQERMEQERQEQEERERRYREREQQIEEHR 

RKQQTLEAEEAKRRLKEQSIFGDQRDEEEETQMKKSESEVEEAAAIIAQRPDNPREFFK 

QQERVASASAGSCDVPSPFNHRPGRPYCPFIKASDSGPSSSSSSSSSPPRTPFPYITCH 

RTPNLSSSLPCSHLDSHRRMIPTPLPARSPSDSSTASTPVAEQIERALDEVTSSQPPPL 

PPPPPAAQETQEPSLSLDSEETSKEARAAAPQARAGPLEESPQASEPPEGQGSPMEEDL 

MFVASTEQADLAASLEPAMAGASAADSPVADAIETDTAVADTAVANTVTPAAASLIDLW 

PGNGEGASAPQAEPRAPTPPSGAEVMLAEVPLLDEVAQEPLLPAGEGSANLLSFDELPE 

PPATFCDPGEEVGGEPLAAPQAPTLPSALEELDQKLEPELEPEPHLLTNGETTQKEGTQ 

ASEGYFSQSQEEEFVQSEELCAKAPPPVFYNKPPEIDITCWDADPVPEEEEGFEGGD 
 

 
 

Figura 2.5: Sequência completa de Q1RMT6_BOVIN D rebrin de Bos Taurus. 

Sequências em vermelho e representam os peptídeos identificados no presente estudo. Os 

peptídeos  sublinhados  demonstram  as  sequências  verificadas  na  mesma  proteína  do 

banco de Trichechus manatus latirostris.
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DISCUSSÃO 
 

 
 

As proteínas normalmente apresentam 20 tipos de aminoácidos sendo que para 

mamíferos, de um modo geral, são classificados em: Essenciais (Fenilalanina - Phe, Histidina-

His, Isoleucina -Iso, Lisina - Lys, Leucina - Leu, Metionina- Met, Treonina - Thr, Triptofano- Trp 

e Valina - Val) e não essenciais (Ácido aspártico- Asp, Ácido glutâmico - Glu, Alanina - Ala, 

Arginina - Arg, Asparagina -Asn, Cisteína -Cis, Glicina - Gly, Glutamina - Gln, Prolina - Pro, 

Serina - Ser e Tirosina - Tyr) (Nelson e Cox., 2014). 

 
No entanto, neste estudo foram mensurados os perfis de 16 aminoácidos (Asx 

(Asp+Asn), Thr, Ser, Glx (Glu+Gln), Pro, Gly, Ala, Val, Met, Ile, Leu, Tyr, Phe, His, Lys, Arg) 

nas primeiras 24 e 48 horas de amamentação do colostro de peixe-boi da Amazônia (Tabela 3). 

Isto ocorreu devido os aminoácidos Glutamina e Asparagina serem convertidos por hidrólise 

a ácido glutâmico e ácido aspártico respectivamente, e então detectados por meio de seus 

derivados ácidos. Assim, na composição em aminoácidos o teor de ácido glutâmico corresponde 

ao somatório Glu + Gln (Glx) e o teor de ácido aspártico o somatório Asp + Asn (Asx). Além 

disso, o aminoácido triptofano é destruído por hidrólise ácida e o aminoácido cisteína convertido 

a ácido cisteíco. 

Na maioria dos mamiferos, o colostro é o secreção produzida nos primeiros dias após o 

parto, sendo o da primeira ordenha pós-parto, cinco vezes mais rico em proteína, minerais e 

vitaminas do que o leite normal, que por sua vez possui maior teor de  gordura.  A grande parte 

dessa proteína a mais que o colostro contém é composta de imunoglobulinas, que têm função 

protetora para os filhotes (Gonzalez et al., 2001). Leitões Suis scrofa domesticus, por exemplo, 

quando ingerem uma boa quantidade de colostro  no  momento  adequado,  ou  seja,  na  fase  de  

maior  absorção  das  proteínas integras pelo enterócitos, apresentam imunidade sérica 

comparável com a da mãe tanto em natureza quanto em especificidade (Rooke et al., 2003). 
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No colostro do peixe-boi da Amazônia, o ácido glutâmico foi o aminoácido mais 

abundante (cerca de 20%). Este aminoacido também está disponivel em maior quantidade no 

colostro de mamíferos terrestres, como vacas Bos taurus (16,6%) (Wu e Knabe 1993), éguas 

Equus caballus (15,6%), suínas Sus scrofa domesticus (16,7%) e em leite de humanos Homo 

sapiens (14,4 %) (Davis et al., 1994). Este mesmo aminoácido também se destaca em quantidade 

no leite do peixe-boi marinho Trichechus manatus latirostris (20,7%), e de outros mamíferos 

aquáticos como o do golfinho nariz- de-garrafa Tursiops truncatus (21,7 %) (Pervaiz e Brew, 

1986) e de carnívoros como Mustela vison (18,9%) (Fink  et al., 2007). 

O ácido glutâmico ou glutamato foi encontrado neste estudo principalmente na forma 

livre, ou seja, não ligado às proteínas. É considerado um aminoácido não essencial, pois sua 

síntese ocorre naturalmente no organismo animal a partir de glutamine, esta síntese acontece 

por meio da enzima glutaminase, também sintetizada a partir do Ŭ-cetoglutarato, um 

intermediário do ciclo de Krebs, através da enzima GABA transaminase, que o converte em 

glutamato. 

No entanto o ácido glutâmico é classificado como um aminoácido condicionalmente 

essencial, nos primeiros dias da vida do filhote, considerando que os linfócitos e macrófagos, 

células de defesa do organismo, utilizam a glutamina para gerar energia por meio da adenosina 

trifosfato (ATP) para a sua proliferação. Este aminoácido também participa na produção de 

interleucinas 0 (IL-2) dando origem aos anticorpos a partir de linfócitos B (Newsholme et al., 

2003). Este aminoácido também é o precursor sintético da prolina e da arginina (Nelson e Cox, 

2014). 

O glutamato desenvolve um papel fisiológico estimulante da resposta imunológica 

devido à glutamina estar envolvida na síntese de citocinas, substâncias imunomoduladoras 

necessárias na indução da proliferação de linfócitos. Este tipo de 

leucócito esta em uma concentração mais elevada na circulação sanguínea de peixes-boi 
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do que na de outros mamíferos aquáticos como é o caso dos cetáceos e pinípedes (Bossart 

et al., 2001). Além disso, Do Carmo (2009), ao comparar os parâmetros sanguíneos de adultos e 

filhotes em idade lactacional de peixes-boi da Amazônia observou uma concentração mais 

elevada de linfócitos na fase infantil . 

Este  componente  imunológico  está  dividido  em  dois  tipos  principais:  os linfócitos T, 

que auxiliam diretamente na proteção contra as infecções virais, e os linfócitos B que são 

responsáveis pela imunidade humoral e que se caracteriza pela produção e liberação de 

imunoglobulinas (IgA, IgG e IgM) capazes de neutralizar, ou até mesmo destruir, os antígenos 

contra os quais foram gerados.  No colostro de seres humanos, há uma alta concentração de 

imunoglobulinas, chegando a alcançar mais de 

90% do conteúdo proteico no primeiro dia de lactação e com declínio acentuado até o terceiro dia 

(Xanthou, 1998). 

A prolina foi o segundo aminoácido mais abundante no colostro de peixe-boi da 

Amazônia com 16% nas primeiras 48 horas. Csapó-Kiss et al. (1995), avaliando a 

composição em aminoácidos do colostro de éguas (Equus cabbalus) verificaram concentrações 

de 13% deste aminoácido. Se compararmos com os resultados de Csapó et al. (1996), que 

estudaram a variação da composição do  colostro de suínas,  a quantidade deste  aminoácido  

variou  apenas  cerca de 0,6% durante as primeiras 48 horas de nascimento dos filhotes 

chegando a concentração máxima 9,7%.  

No leite maduro de elefantes-marinhos-do-norte (Mirounga angustirostris), lobo- 

marinho-antártico (Arctocephalus gazela) e leão-marinho-da-Califórnia (Zalophus californianus) 

este aminoácido corresponde cerca de 10% da concentração total de aminoácidos contidos no 

leite (Davis et al., 1995). 

O investimento materno em fornecer prolina ao filhote nas primeiras horas de lactação 

possivelmente esteja relacionado ao seu catabolismo pela enzima prolina- oxidase, gerando 
1
- 
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pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5C) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Wu et al., 2005). 

A P5C atua na  síntese de linfócitos a partir de apoptose, estimulando o crescimento celular e 

promovendo a produção de anticorpos (Duval et al., 1991).  Além disso, o peróxido de 

hidrogênio, um dos principais produtos da oxidação da prolina, desempenha o papel de um agente 

citotóxico para as bactérias patogênicas no intestino delgado (Wu, 1997). Deste modo, esta 

biomolécula exerce um papel crucial na proteção contra infecções deste órgão durante os 

períodos críticos do desenvolvimento neonatal. 

Neste estudo o elevado teor de prolina no colostro foi corroborado pelos resultados 

obtidos a partir da espectrometria de massas, no qual foram detectados peptídeos 

correspondentes a Q1RMT6_BOVIN  Drebrin (Developmentally  regulated brain protein). 

Sonego et al.  (2015), demostraram que esta proteína rica em prolina (Debrin) é necessária para a 

migração eficiente dos neuroblastos na zona subventricular do sistema nervoso central de 

vertebrados. Os autores propõem ainda que, a fosforilação regulada da Drebrin em serina 142, 

garante a neurogênese eficiente no cérebro de mamíferos após o nascimento. 

Além desta proteina, o complexo polipeptídico G3N2L7- BOVIN  proline and serineï

r ich  protein  3  também    verificado  neste  estudo  possivelmente  desenvolve função da 

proteína ColostrininTM (NLC), que é um complexo polipéptidico imunomodulador isolado 

inicialmente no colostro de ovinos, no qual possui mais de 

20% em resíduos de prolina (Sokolowska et al., 2008). A função da NLC esta relacionada a 

estimulação dos timócitos imaturos para que se transformem em células T funcionalmente ativas 

além aumentarem a permeabilidade nos vasos sanguíneos (Janusz et al., 1992). 

A serina (Ser) foi um dos aminoácidos detectados em menor quantidade no colostro  

do  peixe-boi  da  Amazônia,  estando  disponível  principalmente  na  forma proteica (1,2%). 

Contudo a Ser sofreu um decréscimo brusco entre o primeiro (1,2%) e o segundo dia de lactação 

(0,3%). Csapó-Kiss et al. (1995) ao estudarem a variação na composição de aminoácidos do 

colostro em éguas, verificaram um comportamento semelhante ao observado neste estudo em que 
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o teor deste aminoácido foi de 1,444 g AA/ 100g de leite ou colostro no primeiro e segundo 

dia de lactação, decaindo para cerca de 0,306 g AA/100 no terceiro dia (Csapó-Kiss et al., 

1995). 

Metabolicamente este aminoácido participa na síntese hepática e renal de glicose,  em  

particular  em  ruminantes;  assim  como  participa também  na síntese de glicina, ceramida e 

fosfatidilserina como componentes estruturais e moléculas de sinalização de células, incluindo 

os linfócitos T e B (Jones et al., 1999; Kim et al.,2007). 

Davis et al. (1994),  verificaram que a composição de aminoácidos do colostro de   

humanos, equinos, bovinos e suínos é alterado entre o colostro e o leite maduro, sendo  que  o  

glutamato,  a  prolina,  a  metionina,  a  isoleucina  e  a  lisina  aumentam enquanto que a cistina, 

glicina, serina, treonina e alanina diminuem. Nossos resultados demonstraram um acréscimo na 

concentração de prolina (Pro) e metionina (Met) no leite maduro, contudo o mesmo não 

ocorreu para o aminoácido Glx uma vez que este teve sua maior concentração no colostro. De 

acordo com Davis et al. (1994), a mudança na composição de aminoácidos entre o colostro e o 

leite maduro é proveniente de uma mudança na composição proteica entre as secreçoes 

adequando-se as necessidades nutricionais e desenvolvimento do sistema imune do recém-nascido. 

Na maioria das espécies de mamíferos o colostro é considerado o primeiro e o mais 

importante alimento para o recém-nascido. Entretanto, a composição do colostro tende a variar 

com o tempo após o nascimento, de forma mais significativa dentro das 

24  horas  após  o  parto.  Sua  evolução  natural  está  relacionada  com  as  demandas imediatas 

do recém-nascido e, uma vez que as espécies de mamíferos desenvolvem-se em ritmos diferentes 

e têm diferentes necessidades nutricionais, o colostro e o leite de cada espécie, tem uma 

composição diferente (Bernabucci et al., 2013). 

Por exemplo, Pharo et al (2016) estudando as proteínas inibidoras de tripsina no 

colostro (CTI) de lobo-marinho-do-cabo (Arctocephalus pusillus) verificaram que esta 
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proteina estava presente na secreção mamária por até três  meses após o parto, fato que não 

observado em outras espécies, como por exemplo em bovinos (presente somente de 24 a no 

máximo 48 horas após o parto). As variações na composição de aminoácidos no leite do peixe-

boi da Amazônia ao longo do tempo sejam adaptações para atender as necessidades do filhote 

durante a prolongada lactação. Contudo, Fink et al. (2007), avaliando a composição em 

aminoácidos no colostro de mink (Mustela vison), observaram que as diferenças entre o colostro 

e o leite maduro nessa espécie foram menos pronunciadas quando comparadas a outros 

mamiferos, sugerindo que o colostro em Mustela vison tenha um objetivo mais nutricional do que 

para conferir imunidade passiva. 

Langer (2009) estudando as diferenças na composição do colostro de 19 espécies de 

mamíferos placentários, dentre esses: humanos (Homo sapiens), bovinos (Bos taurus), baleias 

(Baleana mysticetus), elefantes (Loxodonta africana), verificou que em espécies com 

imunização pré-natal passiva (seres humanos, babuínos e coelhos por exemplo), a transferência 

de imunoglobulina via colostro é de pouca importância e a diferença na concentração de proteína 

relativa entre colostro e leite maduro pode ser pequena.  

No entanto em ungulados, o colostro precisa ser consumido para garantir que a 

imunidade seja adquirida passivamente, pois, este é relativamente rico em imunoglobulinas 

(Langer, 2009). Nossos resultados sugerem que assim como nos animais ungulados estudados 

por Langer (2009), o colostro para o filhote de peixe-boi da Amazônia, é importante nas 

primeiras 48 horas de vida devido ao seu substancial teor de aminoácidos não essenciais para 

biossíntese proteica e principalmente para o desenvolvimento imunológico, conferindo proteção e 

nutrição necessárias ao neonato ainda vulnerável a invasão de agentes infecciosos. 

Ecologicamente, uma possível explicação para o alto teor proteico no colostro de 

animais ungulados seria a precocidade com que os filhotes herbívoros tendem a ingerir alimentos 

sólidos, mimetizando o hábito da mãe (Langer, 2009). E sses animais teriam maior chance de 

serem rapidamente contaminados por microrganismos patogênicos que um recém-nascido 
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humano, por exemplo, que pode ingerir outros alimentos além do leite materno apenas após os 

seis primeiros meses de vida (Who,2001). 

A importância metabólica, além da imunológica, da utilização do colostro pelo filhote 

de peixe-boi da Amazônia pode ser constatada pela abordagem proteômica utilizada neste estudo. 

Esse método, baseado em gel, tem sido amplamente praticado e a espectrometria  de  massa  (MS)  

tem  cada  vez  mais  se  mostrado  como  um  método analítico para amostras complexas de 

proteínas sendo a técnica de MALDI TOF / TOF MS robusta, sensível e relativamente barata. 

Dentre os peptídeos obtidos por meio da análise proteomica, foi possível detectar uma 

abundância de proteínas direcionadas ao metabolismo lipídico no organismo animal como a 

proteína zinc finger (F2Y907- BOVIN Zinc finger protein 507), e a Apolipoproteina E 

(QOZCB4- Bovin Apolipoprotein E). 

As proteínas zinc finger são caracterizadas como qualquer domínio pequeno, funcional 

dobrada de forma independente que requer a coordenação de um ou mais íons de zinco para 

estabilizar a sua estrutura (Laity et al., 2001). Estas superfamílias de proteínas são consideradas 

as mais abundantes no genoma dos mamíferos sendo conhecidas como reguladores 

transcricionais na montagem de vínculos lipídicos (Ravasi et al., 2003).  Csapó-Kiss et al. 

(1995), avaliando a composição mineral no colostro de equinos relatam que o zinco sofre um 

decréscimo na transição entre o colostro e o leite propriamente dito. 

A Apolipoproteina E (apoE) é uma proteína multifuncional, sendo considerada uma das 

principais proteínas envolvidas no transporte de lipídeos presente no plasma e esta relacionada a  

redistribuição de triglicérides e colesterol em diferentes tecidos, pois é essencial para formação 

das lipoproteínas de alta densidade (HDL) (Ojopi et al., 

2004). Isso ocorre, pois a apoE age como ligante do receptor da LDL (lipoproteína de baixa 

densidade), onde esta ligação promoverá o reconhecimento e o catabolismo de lipoproteínas   que   

contém   a   apoE,   como   quilomícron   remanescente,   ɓVLDL (lipoproteína de muito baixa 
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densidade), VLDL hipertrigliceridêmica, IDL (lipoproteína de densidade intermediaria) e 

HDLwE (HDL com apo E), pelo receptor da LDL no fígado (Pitas et al., 1979). 

A  ApoE  é  produzida  em  maior  abundância  no  fígado,  mas  também  é produzida 

no cérebro onde desempenha um papel chave na distribuição de lipídeos para as células de 

Schawann, responsáveis pela produção de mielina, substância que envolve o axônio isolando-o 

eletricamente e permitindo a propagação rápida do impulso nervoso (Huang e Mahley, 2014). 

Esta proteína é liberada em grandes quantidades também pelos macrófagos, responsáveis por 

remover as lipoproteínas de baixa densidade (LDL) aterogênicas e células em apoptose que estão 

circulantes na corrente sanguínea. 

Isso contribuirá diretamente para a formação de HDL, tornando a retirada de lipídeos 

circulantes mais rápida do capilar sanguíneo, desempenhando assim uma atividade 

antiaterogênica (Linton et al., 1995). 

Possivelmente a presença de ApoE   no colostro do T.inunguis pode estar relacionada 

com a imaturidade do sistema imunológico do recém-nascido. Isso provavelmente ocorre devido 

não haver tantos macrófagos circulantes nos primeiros dias de vida do filhote, o que 

compromete a secreção de Apolipoproteina E, consequentemente a produção de HDL 

interferindo na retirada dos lipídeos dos vasos sanguíneos para serem metabolizados no fígado. 

Isso é metabolicamente importante no momento da transição do colostro (baixo teor de gordura) 

para o leite maduro (elevado teor de gordura), por isso havendo o repasse dessas apolipoproteinas 

da mãe para o filhote (Yandong e Mahley, 2014). 

Possivelmente sem o repasse de ApoE no colostro, o risco do filhote de peixe- boi 

desenvolver aterosclerose conforme o leite fosse se tornando mais gorduroso aumentaria 

consideravelmente, uma vez que, segundo Do Carmo (2009), a concentração de lipídeos totais 

presentes no sangue de filhotes de T.inunguis amamentados com leite materno é de 1161 mg/dl. 

Essa tese é reforçada por Reinhard e Lippolis (2008), que estudaram as alterações de 

desenvolvimento na gordura do leite por meio do proteoma da membrana do glóbulo de gordura 
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durante a transição de colostro para leite e verificaram uma repressão de 3,6 vezes na ApoE do 

primeiro dia de colostro para o sétimo de leite maduro. 

Além disso, foi demonstrado, por meio de estudos utilizando o genoma humano, que 

uma relação direta entre proteínas zinc finger e a Apolipoproteina E, em que na presença das 

proteínas zinc finger a atividade transcricional da ApoE é reduzida 

5-10 vezes, ou seja  esta proteina impede que a função da ApoE em transportar lipídeos por meio 

da formação do HDL nascente seja executada (Wagner et al., 2000). Esse é um fator desejável 

nesta fase da vida do fil hote uma vez que ApoE precisa ser inicialmente inibida, pois o teor de 

lipídeos no colostro é consideravelmente menor que no leite maduro. 

A AL BU-BOVIN  Serum albumin (BSA) é uma proteína de elevado peso molecular 

(66 KDa), presente no colostro bovino de forma mais expressiva, 3 horas após o nascimento 

(5,07 mg/ml). Entretanto, 72 horas após o parto, a concentração desta proteína na secreção 

apresenta-se mínima (0,48 mg/ml) (Sgarbieri, 2004). Ao avaliar as proteínas contidas no soro do 

leite de peixe-boi marinho da Florida e elefantes, McGee (2012), verificaram que a albumina de 

soro, o seu precursor e queratina foram as proteínas predominantes nas amostras. Segundo 

Bounous e Gold (1991), a BSA tem um alto poder imunoestimulante, isso porque os peptídeos 

com a sequência glutamil- cistina formados na digestão dessas proteínas, quando absorvidos 

servem de substrato para a síntese de glutationa. Em cetáceos, a glutationa desempenha um 

papel essencial ao  metabolismo  anaeróbico  destes  animais  em  ambiente  aquático  isso  por  

que  ela aumenta  a  capacidade  antioxidante  das  células  em  longos  períodos  de  hipóxia 

prevenindo com isso a chance de danos celulares pela ausência oxigênio (Yim et al., 2014). 

Além disso, a BSA também possui alta afinidade por ácidos graxos livres e outros lipídeos 

favorecendo o seu transporte na corrente sanguínea (Haraguchi et al., 2006). 

Os peptídeos referentes à proteína BOVIN KRT18 no colostro de T.inunguis, 

provavelmente  pertencem  a  um  tecido  de  queratinização  obtido  durante  o  ato  da 

ordenha do teto limpo, isso por que a superfície das mamas desta espécie é recoberta por 
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um epitélio escamoso estratificado queratinizado  (Rodrigues et al., 2004). Segundo 

Gartner e Hiatt (2007), essa estrutura atribui à epiderme da pele uma resistente camada 

que protege a superfície corporal contra o atrito. Essa característica é importante 

considerando os aspectos de imobilidade e aspereza da língua do peixe-boi (Reynolds e 

Rommel, 1996), o que possivelmente machucaria o teto materno. 

 

 
 

CONCLUSÃO 

 
O perfil  de aminoácidos no colostro do peixe-boi da Amazônia sofre variação ao 

longo das primeiras 48 horas da lactação adaptando-se as necessidades requeridas pelo 

filhote ao nascer. Entretanto o colostro para esta espécie parece  atuar como  um 

promotor do desenvolvimento imunológico do filhote fornecendo subsídios necessários 

capazes de garantir a síntese da própria imunidade do neonato. 

Além disso, as proteínas identificadas neste trabalho sugerem preparar o recém- 

nascido para metabolizar leite maduro, rico em lipídeos, além de fornecer subsídios para 

o desenvolvimento neurológico do recém-nascido.
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Resumo 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar a composição dos aminoácidos e caracterizar as 

principais proteínas, empregando uma abordagem proteômica, do leite do peixe-boi da 

Amazônia em diferentes estágios da lactação. Foram coletadas amostras ao longo de 

três lactações distintas de uma mesma fêmea cativa no Instituto Nacional de Pesquisas 

da Amazônia em diversos estágios da lactação (mensal e trimestralmente). Os 

aminoácidos  proteicos  e  livres  do  leite  maduro  ñin  naturaò  e  liofilizado  foram 

analisados  por  cromatografia de  troca  iônica  (HIC_HPLC).  O  perfil  proteico  tanto  

da porção desnatada, quanto da parte lipídica do leite foram avaliados por meio de 

eletroforese em gel de poliacrilamida 15% na presença de SDS (SDS PAGE 15%) 

seguida por análise das proteínas selecionadas por espectrometria de massas (MALDI- 

TOF-MS). Os aminoácidos mais abundantes no leite maduro de T. inunguis foram: 

ácido glutâmico (20,2%), prolina (10,3%) e leucina (8,4%). Os aminoácidos disponíveis 

em menor quantidade foram: metionina (1,8%) e glicina (1,0%). Observaram-se 

pequenas oscilações na composição de aminoácidos no leite maduro de T. inunguis ao 

longo dos dois anos de lactação estudados, sugerindo uma variação de acordo com as 

necessidades   fisiológicas   do   filhote.   Foram   identificadas   dezesseis   proteínas 

majoritárias no leite maduro. Destacaram-se, na fração desnatada as proteínas 

soroalbumina, queratina tipo II do citoesqueleto e proteína de ligação de ácidos graxos. 

Na fração lipídica foram encontradas as proteínas Zinc finger 507, Filamina A, Fator de 

crescimento endotelial vascular e Linfoma de célula B/ Leucemia. A proteína ɓ- 

galactosidase foi encontrada nas duas frações. A função das proteínas soroalbumina e 

proteína de ligação de ácidos graxos é amplamente estudada em outros mamíferos, no 

entanto, a função das outras proteínas requer investigações adicionais. Neste estudo é 

pioneiro e poderá servir de modelo ou base para o melhor entendimento da proposição 

de novas dietas para o animal em cativeiro, uma vez que a dieta atualmente utilizada 

leva em conta as necessidades quantitativas de proteínas, mas não, em sua integridade, a 

qualidade das proteínas fornecidas quer seja na relação entre os aminoácidos da dieta 

fornecida ou da necessidade de proteínas específicas do leite de T. inunguis. 
 

 
 
 

Palavras chave: Proteinas; leite maduro; mamifero aquático.
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Abstract 
 

The objective of this study was to evaluate the composition of the amino acids and to 

characterize the main proteins, using a proteomic approach, of the milk of the Amazon 

manatee at different stages of lactation. Samples were collected along three different 

lactations of the same female captive at the National Research Institute of the Amazon 

in several stages of lactation (monthly and quarterly). Protein and free amino acids from 

mature and freeze dried milk were analyzed by ion exchange chromatography 

(HIC_HPLC). The protein profile of both the skimmed portion and the lipid part of the 

milk were evaluated by 15% polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS 

(15% SDS PAGE) followed by analysis of the proteins selected by mass spectrometry 

(MALDI-TOF -MS). The most abundant amino acids in  mature T. inunguis were: 

glutamic acid (20.2%), proline (10.3%) and leucine (8.4%). The lowest available amino 

acids were methionine (1.8%) and glycine (1.0%). Little oscillations were observed in 

the composition of amino acids in mature T. inunguis milk over the two years of 

lactation, suggesting a variation according to the physiological needs of the cub. Sixteen 

major proteins were identified in mature milk. We highlight in the skimmed fraction the 

proteins seroalbumin, keratin type II  cytoskeleton and fatty acid binding protein. In the 

lipid fraction Zinc finger 507, Filamine A, Vascular endothelial growth factor and B cell 

lymphoma / Leukemia were found. ȸ-galactosidase protein was found in both fractions. 

The function of sero-albumin and fatty acid binding protein proteins is extensively 

studied in other mammals, however, the function of the other proteins requires further 

investigation. In this study is a pioneer and could serve as a model or basis for a better 

understanding of the proposal of new diets for the captive animal, since the current diet 

takes into account the quantitative needs of proteins, but not, in its entirety, the Quality 

of the proteins provided either in the ratio between the amino acids of the diet provided 

or the need for specific proteins of the T. inunguis milk. 
 

 
 
 

Keywords: Proteins; Mature milk; aquatic mammal
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1.   Introdução 
 

O peixe-boi da Amazônia Trichechus inunguis (Natterer, 1883) é um mamífero 

aquático  exclusivamente  herbívoro  endêmico  da  Bacia  Amazônica  (Domming, 

1981; Best, 1984). Esta espécie é considerada vulnerável à extinção de acordo com a 

IUCN (2016). O status de conservação deste mamífero aquático se deve a vários 

fatores, principalmente à caça comercial no século passado, à baixa taxa reprodutiva 

da espécie e a perda de habitat (Rosas, 1994; da Silva et al., 2008). Apesar de esta 

espécie ser oficialmente protegida por lei desde 1967, ela continua sendo caçada, 

principalmente para ao mercado ilegal de carnes, sendo as fêmeas com filhotes os 

mais vulneráveis à caça, pois as crias necessitam vir com maior frequência à 

superfície para respirar (Best et al., 1982). 

A  fêmea  de  T.  inunguis  possui  uma  taxa  reprodutiva  relativamente  baixa, 

gerando um único filhote a cada gestação que nesta espécie dura aproximadamente 

11-12 meses (Nascimento et al., 2002), sugerindo sincronização entre o estro e a 

disponibilidade de alimento (Best, 1983). 

O aleitamento nesta espécie dura cerca de dois anos consecutivos (da Silva et al., 

 
2000) fornecendo elevado aporte nutricional ao desenvolvimento do filhote. Dentre 

estes se destaca o teor proteico no leite de T. inunguis, o qual pode variar entre 4,24 

- 10,47% dependendo do período lactação (Barbosa, 2011). 

 
Sabe-se que a composição em aminoácidos de um alimento é considerada fator 

indispensável para o bom desenvolvimento e manutenção do indivíduo, 

principalmente animais jovens, pois essas moléculas são cruciais para a formação de 

proteínas especifi cas para cada animal (Wu, 2009). Entretanto, tem-se evidenciado 

que em animais com elevada demanda nutricional como é o caso de mamíferos 

jovens, os aminoácidos tradicionalmente classificados como ñnão essenciaisò, como
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por exemplo, a glutamina, o acido glutâmico e a arginina são considerados 

ñaminoácidos funcionaisò necessitando ser incrementado na dieta (Brasse-Lagnel et 

al., 2003; Yao et al., 2008). Isso é devido estes compostos, os quais desempenham 

importantes funções em várias vias metabólicas, não serem sintetizados em 

quantidades suficientes para atender a máxima demanda exigida para a formação, 

desenvolvimento e manutenção da saúde vascular e intestinal do indivíduo em 

desenvolvimento (Kim et al., 2004). 

Os trabalhos relacionados à composição bioquímica no leite de peixes-bois são 

escassos considerando que a coleta deste material é complexa. Askin et al. (2014) 

relacionaram a dificuldade em obter amostras de leite trichechideos ao fato da 

reprodução em cativeiro ser proibida e as coletas realizadas com animais de vida livre 

terem sido realizadas de forma oportunista, geralmente com animais em óbito recente. 

Desta forma, a oportunidade de  conhecer a composição de aminoácidos no leite 

materno do peixe-boi da Amazônia nos diferentes estágios da lactação, a partir dos 

nascimentos ocasionais em cativeiro, permitirá um ajuste qualitativo e quantitativo 

adequado desta composição no sucedâneo lácteo ofertado aos filhotes órfãos em 

cativeiro proporcionando com isso melhores condições para que estes filhotes ainda 

em processo de desenvolvimento cresçam de forma adequada para os padrões da 

espécie. 

Além disso, o conhecimento das diferenças estruturais e das propriedades físico- 

químicas entre as várias estruturas proteicas que compõem o leite do peixe-boi da 

Amazônia é indispensável para a compreensão do comportamento funcional, nutritivo 

e fisiológico dessas proteínas, como parte de um sistema alimentício subsidiando 

teoricamente a elaboração de sucedâneos lácteos adequados a espécie. Neste 

contexto, o objetivo deste estudo foi caracterizar as principais proteínas e avaliar  
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a  composição  dos  aminoácido  no  leite  do  peixe-boi  da  Amazônia  em 

diferentes estágios da lactação. 

2.   Material e métodos 

 
2.1  Amostras 

 
2.1.1.   Coleta de material  biológico 

 
Animais 

 
Ao longo dos anos entre 1998 e 2010 foram coletadas amostras de leite de uma 

fêmea de peixe-boi da Amazônia cativa no Parque Aquático Robin C. Best, Laboratório 

de Mamíferos Aquáticos (LMA), localizado no Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia, em três lactações distintas e em diferentes estágios da amamentação (Tabela 

1). 

 
O leite foi coletado nos primeiros horários do dia, em que a fêmea foi mantida 

com seu filhote no tanque de cambeamento, o qual era seco completamente e o filhote 

posicionado estrategicamente a frente da mãe para facilitar a manipulação e estimular a 

ejeção de leite por parte da fêmea. As amostras foram coletadas das mamas limpas 

(direita e esquerda) com solução de álcool iodado e secas com papel toalha por meio de 

ordenha manual. 

Tabela 1: Informações a respeito da fêmea avaliada no estudo e seus filhotes. 
 

 
 

 Data de 

Código Fêmea Parturi ção Filhote nascimento do 
    filhote 

IA Boo Primípara Erê ǁ 08/04/1998 

IB Boo Mult ípara kinjá ǁ 03/02/2004 

IC Boo Mult ípara Airumã ǁ 10/01/2010 
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O leite coletado foi acondicionado em tubo plástico, lacrado, identificado, e 

mantido congelado (-20 
c
C) até a liofilização (amostras em trimestres) ou até a análise 

em ñin naturaò (amostras mensais). Foram analisadas 42 amostras liofilizadas 

combinadas em trimestres, e nove amostras ñin naturaò sequencialmente amostrados a 

partir do primeiro mês de lactação até o 24º mês após o parto. Para a realização das 

análises foi necessário combinar as amostras por trimestres devido à insuficiência no 

volume de amostra láctea por coleta (Tabela 02). 

 

Tabela 2: Especificações das amostras de leite de peixe-boi da Amazônia analisadas 

sendo: A- amostras trimestrais liofil izadas; B- amostras mensais ñin naturaò. 
 
 

 
 1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 8º 

A 1 a 3 4 a 6 7 a 9 10 a 12 13 a 15 16 a 18 19 a 21 22 a 24 
                          meses      meses        meses          meses         meses      meses      meses       meses   

 

IA                        X             x                                                     x              x              x               x 
 

IB                                                         x                 x                                x              x               x 
 

1º           2º            3º           4º           5º          6º           7º           8º            9º           10º 
B 

                   Jan         Fev         Mar       Abril       Maio       Jun         Jul         Ago         Set         Out   

IC               x            x             x             x            x            x            x                            x             x 
 
 
 
 

 
2.1.1Análise do leite 

 
 
 
 

As amostras de leite foram analisadas no setor Central de Sequenciamento de 

Proteínas do Laboratório de Química e Função de Proteínas e Peptídeos-LQFPP da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro ï UENF. Cada amostra foi 

avaliada em triplicata da seguinte maneira: 

2.1.1.1. Composição de aminoácidos
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Clivagem 
 

 
Foram aliquotados cerca de sete mg para amostras de leite liofilizadas e cerca de 

 
50 µl para amostras de leite ñin naturaò.   As amostras foram diluídas em 50 µL em 

solução de HCl 6 M (Sigma Aldrich). Esta solução foi depositada em frasco de vidro 

React vial®, vedado e colocado em banho de areia por cerca de 90 minutos a uma 

temperatura de 150
0
C. Em seguida as amostras foram secas sob gás nitrogênio e 

ressuspendida  em  1000  µL  solução  de  HCl  0,001  M,  filtr ada  e  armazenada  para 

posterior análise.   As amostras clivadas e ressuspendidas, foram então diluídas em 

proporção 1:50 em HCl 0,001 M aplicados 20 µL no analisador de aminoácidos. 

 

 
 

2.1.1.2. Aminoácidos não proteicos 
 
 
 
 

Foi aliquotados cerca de 10 µL da amostra do leite ñin naturaò no primeiro mês 

de lactação. A amostra foi diluída na proporção 1:100 em solução de HCL 0,001 M, 

filtr ada, e em seguida foi novamente diluída na proporção 1:100 e aplicado 20 µL  no 

analisador de aminoácidos. 

 

 
 

2.1.1.3.  Análise cromatográfica 
 

 
As  amostras  foram  analisadas  em  cromatógrafo  líquido  de  alta  eficiência 

(CLAE) Shimadzu LC-10AD seguindo o manual de instruções do equipamento 

(SHIMADZU CORPORATION, 1993), equipado com coluna de troca catiônica 

Shimadzu Shim-pack Amino-Na de 4,6 x 100 mm e detector de fluorescência. 

 

Para  eluição  foi  empregado  um  gradiente  crescente  de  pH,  constituído  por 

tampão citrato de sódio, kit Shimadzu, tipo NA, formado pelas soluções AA-MA, AA-
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AA-MA  

 
0,20 

AA- MB  

 
0,60 

AA- MC  

 
0,20 

 

3,20 
 

10,00 
 

(não ajustar o pH) 

58,80 

- 

- 

210,00 

58,80 

- 

12,40 

- 

- 

4,00 

- 

- 

50,00 
- 

 
30,00 

 
- 

3.000 1.000 500 

 

MB, AA-MC, cuja composição química está escrita na tabela 3.  Os aminoácidos foram 

detectados por fluorescência de excitação/emissão de 350nm e 450nm, respectivamente, 

utilizando derivatização pós-coluna em uma solução 0,08% de ortoftaldialdeído (OPA) 

em tampão Carbonato de sódio. Para detecção de prolina foi utilizado o hipoclorito em 

associação com OPA.   A temperatura da coluna foi de 60°C, o fluxo de eluição 0,5 

mL/min.  O tempo de corrida foi de 45 min. 

A coluna foi padronizada com uma mistura de aminoácidos para hidrólise de 

proteínas (Sigma Aldrich A9781) constituída de ácido aspártico (Asn),  ácido glutâmico 

(Gln), treonina (Thr), prolina (Pro), glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val), leucina 

(Leu), tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe), lisina (Lys), arginina (Arg), serina (Ser), 

isoleucina (Ile). Foram aplicados no HPLC 500 ɟmoles de cada aminoácido. 

 
 
 

Tabela 03: Composição química dos reagentes (fase móvel) usada para eluição dos 

aminoácidos. 

 
Soluções 

 
Composição 

 
Unidade 

 

Normalidade 

 
pH 

 

Citrato de sódio 2H2O 

Hidróxido de sódio 
Ácido Bórico 

Etanol 

Ácido perclórico (60%) 

NaOH 

Volume final 

- 

- 

(g) 

(g) 

(g) 

(mL) 

(mL) 

(mL) 

(mL) 

 

 

 
 

2.1.2.   Avaliação da natureza proteica do leite maduro de peixe-boi da Amazônia
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Com a finalidade de entender os aspectos funcionais das proteínas do leite maduro 

da espécie estudada foi realizada a analise proteômica empregando uma separação das 

proteínas por SDS-Page seguido de análise da banda de interesse por espectrometria de 

massas. 

 

 
 

2.1.2.1.Extração proteica 
 
 
 
 

Para a extração proteica 500 µL de amostra de leite ñin naturaò do primeiro mês 

de lactação foi deslipidada por centrifugação a 3842 x g por 30 minutos à 4
0
C. Não foi 

necessário repetir o procedimento. Em seguida o sobrenadante foi separado do 

precipitado  e  colocado  em  microtubos  diferentes.  A  amostra  foi  diluída  em  água 

destilada na proporção 1:6. O material foi congelado ñovernightò a -20
0
C e armazenado 

até a preparação da SDS- PAGE. 

 
 
 

2.2.2.2 Eletroforese unidimensional em gel de poliacri lamida usando dodecilsulfato de 

sódio em condições desnaturantes (SDS-PAGE 15%)para separaração das bandas 

proteicas 

 

 
 

Para a separação das bandas proteicas foi empregado o método descrito por 

Laemmli (1970), no qual 6 µL das amostras de colostro foram diluídas em 8 µL em 

tampão de amostra com SDS (SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), Tris HCL 0,125 M pH 

6,8) e ɓ-mercaptoetanol  e mantidas em fervura em banho-maria (100ºC) por 3 minutos. 

Em seguida as amostras foram aplicadas nos poços. 

A eletroforese unidimensional se processou em gel de poliacrilamida 15% e a 

corrida foi realizada em um sistema de eletroforese Mini Protean III  Bio-Rad utilizando
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placas  de  vidro  com  espaçador  de  1,00  mm  à  temperatura  ambiente  e  voltagem 

constante de 50 V no sistema Hoefer®. Após a migração eletroforética das proteínas os 

géis foram corados com uma solução de azul brilhante de Coomassie R-250 0,1% em 

Metanol 40% e ácido acético a 10% (Reisner, 1984) e descorados com uma solução de 

Metanol (40%) e ácido acético a (10%) para remover o excesso do corante. Os géis 

foram fotografados com máquina digital e as imagens obtidas foram guardadas para 

determinação da massa molecular a partir da  distância de migração das bandas de 

proteínas usando o marcador de proteínas como padrão. 

Foi utilizado como marcador de massa molecular o marcador de peso molecular 

colorido (Rainbow molecular weight marker, Amersham Life Science, Arlington 

Heights, IL) no volume de 5 µL. 

 

 
 

2.2.2.3. Espectrometria de Massas (MS) 
 
 
 
 

Para a identificação das proteínas as bandas proteicas de importância visualizadas 

por eletroforese foram recortadas do gel com o auxílio de uma lâmina de bisturi estéreo 

e colocadas em microtubos de 1,5 mL com uma solução descorante de bicarbonato de 

amônia 25mM e 50% de acetonitrila (ACN) por 24 horas a 5ᴈ. Posteriormente, esta 

solução foi retirada dos microtubos e colocado em 350 µL de água ultrapura por 5 

 

minutos; passado este tempo, retirou-se a água ultrapura, e em seguida adicionou-se ACN 

100% e procedeu-se a incubação dos microtubos à temperatura ambiente por 20 minutos  

(até que os pedaços de gel ficassem opacos); finalmente, a ACN foi removida 

totalmente  em  centrífuga  evaporadora  a  vácuo  Speed  Vac®  a  30ᴈ  por  60  min.  
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 Posteriormente foi realizado processo de digestão, no qual os pedaços de gel 

foram reidratados com uma solucao de tripsina (33ng/µL) de forma a cobra-los e 

incubados a 37 
o
C por 24 h.

 
Após a digestão enzimática das bandas proteicas os peptídeos foram extraídos 

pela adição de 25 µL de uma solução 50% acetonitrila (ACN) e 5% ácido 

trifluoracético (TFA) e agitação por 30 min. A solução com os peptídeos foi 

removida para um novo microtubo e repetido o processo anterior até obter um 

volume final de 50 µL; finalmente, esta solução foi concentrada em 10 µL no Speed 

Vac® a 30 
o
C por 40 min. 

Após este processamento, os peptideos foram dessalinizados, concetrados e 

purificados por cromatografia em microcoluna C18 Zip-Tip® Pipette - ñTipsò 

(Mil lipore). Os tips foram ativados com ACN, equilibrados com solução de TFA 0,1% 

(v/v) em água ultrapura (TEDIA). A amostra foi aspirada e dispensada por 8 ciclos 

seguidos, posteriormente, o tip foi lavado com a solução de TFA 0,1% (v/v) em água 

ultrapura. Os peptídeos retidos no tip foram eluídos com solução de eluição (60% 

ACN/0,1%TFA/água ultrapura) e depositados em frascos de vidro para cromatografia 

novos (vials) para serem analisados por espectrometria de massas. 

Os peptídeos gerados foram separados em nanoACQUITY UPLC, coluna trap C18 

 
5 mm (180 um x 20 mm) a 5 mL/min durante 3 minutos e depois a uma coluna analítica 

de fase reversa nanoAcquity HSS T3 1,8 (100 mm x 100 mm ) a 600 nL / min, em 

temperatura 60°C. Para a eluição dos peptídeos um gradiente binário foi utilizado 

constituído de fase móvel A 0,1% ácido fórmico e fase móvel B 0,1% de ácido fórmico 

em acetonitrila em um gradiente de até 85 % de B em tempo total de 108,09 minutos. A 

espectrometria  de  massas  foi  realizada  em  espectrômetro  de  massas  Synapt  G2-Si 

HDMS (Waters, Manchester, UK) em modo ESI-LC-MS/MS. Os espectros adquiridos 
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foram processados e as informações pareadas com banco de dados do software 

Progenesis QI for Proteomics Software V.2.0 (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK) 

base  de  dados  UniProt/  Bos  Taurus  e  Trichechus  manatus  latirostris.  Informações 

adicionais foram obtidas em software Blast2Go. 

 

 
 

2.2.   Análise estatística 
 
 
 
 

Para avaliar os diferentes tempos ao longo da lactação da fêmea I (1998, 2004 e 

 
2010)   utilizou-se   análise   de   regressão   com   o   software   CurveExpert   1.3:   A 

 
comprehensive curve fitt ing system for Windows 1 (Hyams,  2005). 

 

 
Foram realizadas análises de variância (ANOVA) para verificar a variação de 

cada aminoácido contido no leite de peixe-boi da Amazônia (variável dependente) em 

função das variáveis independentes, sendo elas: a variação na composição de 

aminoácidos prontamente disponíveis no leite (aminoácidos livres) em relação aos 

aminoácidos proteicos. O fator ñtipo de gestaçãoò primípara versus multípara (3º 

lactação) foi investigado como fonte de variação na concentração dos aminoácidos 

avaliados, sendo que para essa comparação foram utilizados os resultados do 1º 

trimestre de lactação.  O teste a posteriore de Tukey foi empregado para comparar as 

médias dos resultados que apresentaram variações significativas. Para todos os testes 

estatísticos empregados adotou-se o nível de decisão de 95% (p=0,05) e 99% (p = 0,01). 

O software estatístico utilizado foi o Bioestat 5.0.
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Resultados e discussão 
 
 
 
 

Os resultados da composição de aminoácidos neste estudo representaram os 

dados obtidos a partir de uma única fêmea ao longo de 12 anos de coletas durante os 

nascimentos ocasionais no INPA. Desta forma, foi possível discutir os padrões tanto 

quantitativos quanto qualitativamente. 

 

 
 

Composição em aminoácidos 
 

Foram estudados os teores de 16 aminoácidos (Asx, Thr, Ser, Glx, Pro, Gly, Ala, 

Val, Met, Ile, Leu, Tyr, Phe, His, Lys, Arg) dos 20 aminoácidos proteicos. A hidrólise 

ácida converte os aminoácidos glutamina e asparagina das amostras a ácido glutâmico e 

ácido aspártico. De forma que na composição em aminoácidos o teor de ácido glutâmico 

correspondeu  ao  somatório  ácido  glutâmico  +  glutamina  =  Glx  e  o  teor  de  ácido 

aspártico o somatório ácido aspártico + asparagina = Asx. A hidrólise ácida também 

destrói o aminoácido triptofano e converte a cisteína em ácido cisteíco. 

A partir das amostras analisadas verificou-se que o investimento no teor de 

aminoácidos no leite do peixe-boi da Amazônia é principalmente em aminoácidos não 

essenciais, ou seja, aqueles cujo organismo consegue sintetizar, visto que o Glx 

(20,29%), prolina (10,38%) e leucina (8,42%) foram os aminoácidos mais abundantes 

no leite maduro de peixe-boi da Amazônia em todas as lactações estudadas. O Glx, Pro 

e Leu são os aminoácidos mais abundantes no leite de outros mamíferos aquáticos como 

elefante-marinho-do-norte (Mirounga angustirostris), lobo-marinho-antártico 

(Arctocephalus gazella), leão-marinho-da-Califórnia (Zalophus californianus), e o leão 

marinho  da  Austrália  (Neophoca  cinerea)  (Davis  et  al.,  1995).  No  entanto,  nesses
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pinípedes,   o teor de leucina é superior ao teor de prolina, diferentemente ao que foi 

observado no leite de T. inunguis. 

A concentração de Glx neste estudo foi inferior ao observado por Pervaiz e 

Brew (1986) avaliando a composição de aminoácidos no soro do leite de golfinho-nariz- 

de-garrafa (Tursiops truncatus) (29,6%), no entanto foi semelhante ao observado em 

peixe-boi da Flórida (Trichechus manatus latirostris) (20,7%). Davis et al. (1994), 

estudando  as    mudanças  no  padrão  de  aminoácidos  de diferentes  espécies  animais 

verificaram uma similaridade com o leite humano, equino, bovino e suíno. No entanto a 

mudança no padrão de aminoácidos foi mínima durante lactação de espécies da mesma 

ordem fil ogenética (humano, babuíno e macaco rhesus), sugerindo que as variações na 

composição do leite materno estejam relacionadas com a ordem filogenética da espécie. 

Em contrapartida, os aminoácidos fornecidos no leite de peixe-boi da Amazônia 

em menor quantidade foram a metionina (1,82%) e a glicina (1,04%). Esses resultados 

foram inferiores aos observados em peixe-boi da Flórida (5%) (Pervaiz e Brew, 1986), 

bubalinos (3,5%) e bovinos (3%) (Verruma e Salgado, 1994). Esses aminoácidos 

desempenham um papel importante no metabolismo carbono, pois são responsáveis pela 

metilação das proteínas e do DNA, regulando assim a expressão gênica e a atividade 

proteica (Stead et al., 2006). 

No caso de bovinos, a metionina é considerada o primeiro aminoácido limitante 

na síntese de leite, uma vez que a maioria dos aminoácidos presentes na glândula 

mamária é proveniente do sangue (Buttery e Foulds, 1985). Isso se dá devido ao 

aumento na concentração plasmática de metionina possibilitar o acréscimo na 

concentração de nitrogênio no plasma, em razão da maior passagem de aminoácidos 

para o intestino delgado, sem que haja degradação no rúmen por meio dos 

microorganismos, o que por consequência aumenta a disponibilidade deste na glândula
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mamária, permitindo com isso um aumento na síntese de proteína do leite (Pisulewski et 

al., 1996; Bremmer et al., 1997). 

Os demais aminoácidos foram mensurados em concentrações aproximadas (± 

 
5%). As médias da composição em aminoácidos no leite do peixe-boi da Amazônia 

estão apresentadas na tabela 04.
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Tabela 4: Média da composição em aminoácidos proteicos essenciais e não essenciais 

 
no leite maduro de peixe-boi da Amazônia. 

 
 

 

Aminoácidos 

Lactações 

 
Média e desvio padrão em porcentagem (%) 

Média geral 

 
(%)

 
 IA  IB  IC   

Essenciais    

Phe 4,35 ±0,68 4,88 ± 0,32 4,78 ± 059 4,67±0,28 

 

His 
 

4,23 ± 0,91 
 

3,43 ± 0,72 
 

3,66 ± 0,74 
 

3,77±0,41 

 

Lys 
 

6,42 ± 0,81 
 

7,65 ± 0,65 
 

8,21 ± 1,90 
 

7,43±0,91 

 

Val 
 

7,31 ±1,14 
 

6,28 ± 0,14 
 

7,55 ± 1,12 
 

7,05±-0,67 

 

Met 
 

1,86 ± 0,18 
 

1,66 ± 0,32 
 

1,94 ± 0,30 
 

1,82±0,14 

 

Ile 
 

4,06 ± 0,75 
 

4,58 ± 0,56 
 

4,34 ± 0,87 
 

4,33±0,25 

 

Leu 
 

8,42 ± 0,83 
 

7,66 ± 1,39 
 

8,66 ± 1,27 
 

8,24±0,52 

 

Thr  
 

3,56 ± 0,49 
 

4,15 ± 0,44 
 

3,29 ± 0,79 
 

3,67±0,44 

Não essenciais     

Asx 7,76 ± 0,33 7,78 ± 0,91 7,48 ± 1,26 7,67±0,16 

 

Ser  
 

5,17 ± 0,36 
 

5,90 ± 1,15 
 

4,64 ± 1,49 
 

5,24±0,63 

 

Glx 
 

22,01 ± 1,46 
 

19,73 ± 1,37 
 

19,11 ± 3,47 
 

20,28±1,52 

 

Pro 
 

10,39 ± 2,58 
 

9,96 ± 2,66 
 

10,37 ± 2,13 
 

10,24±0,24 

 

Gly 
 

1,22 ± 0,13 
 

1,10 ± 0,23 
 

1,07 ± 0,39 
 

1,13±0,07 

 

Ala 
 

4,37 ± 1,30 
 

5,04 ± 1,07 
 

5,28 ± 1,68 
 

4,90±0,47 

 

Tyr  
 

5,57 ±1,19 
 

4,53 ± 0,72 
 

4,89 ± 1,27 
 

4,99±0,52 

 

Arg 
 

3,52 ± 1,41 
 

5,66 ± 1,62 
 

4,73 ± 1,92 
 

4,64±1,07 
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Com relação ao perfil  de aminoácidos livres no leite, com exceção da metionina 

e fenilalanina, a concentrações de todos os aminoácidos analisados foram diferentes 

estatisticamente daqueles aminoácidos presentes em proteínas, sendo que as principais 

diferenças foram observadas para treonina e arginina (tabela 05). 

Destaca-se que o percentual de arginina associado à proteína é maior que o 

porcentual livre, enquanto que o de treonina foi maior como aminoácido livre. Os 

aminoácidos neutros, como é o caso da treonina, de modo geral, apresentam alta 

digestibilidade devido a sua absorção no intestino ser realizada de forma passiva por 

meio de difusão simples (Frenhani e Burini, 1999). 

Provavelmente, o fato de a treonina estar livre no leite esteja relacionado com a 

necessidade de absorção rápida uma vez que este é exigido para formação da proteína e 

manutenção do ñturnoverò proteico corporal, além de auxiliar na formação do colágeno, 

da elastina e atuar na produção de anticorpos (Umigi et al., 2007), sendo a produção de 

anticorpos  especialmente importante  no recém-nascido e no lactente que são dotados 

de uma atividade anabólica intensa, dificilmente igualada em qualquer outro período de 

suas vidas (Laurindo et al., 1991).
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Tabela 5: Média e  d e s v i o  p a d r ã o  da composição em aminoácidos proteicos e 

não proteicos no leite maduro de uma fêmea de peixe-boi da Amazônia, no primeiro 

mês de lactação da amostra ñin naturaò. 

 
 

Aminoácidos Livre  (%) Proteico (%) P-valor  

Essenciais    

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 
 

        10,45±0,5 
 

0,01 

 

Val 
 

7,33±0,2 
 

8,99±0,6 
 

0,01 

 

Met 
 

2,10±0,4 
 

2,11±0,4 
 

0,98 

 

Ile 
 

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±0,4 
 

0,0006 

Não essenciais    

Asp 2,12±0,0 4,97±0,2 0,0004 

 

Ser 
 

5,28±0,5 
 

3,45±0,7 
 

0,03 

 

Glu 
 

19,91±0,4 
 

        11,10±0,6 
 

0,0004 

 

Pro 
 

12,03±0,0 
 

        15,10±0,3 
 

0,0006 

 

Gly 
 

1,14±0,1 
 

2,06±0,5 
 

0,04 

 

Ala 
 

5,60±0,2 
 

9,34±0,4 
 

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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Variação entre as lactações 
 

 
 
 

Foi observada uma tendência crescente no teor de lisina e de arginina ao longo 

das três lactações (Figura 01).    Além disso, a glicina e o ácido glutâmico apresentaram 

um decréscimo na sua concentração total ao longo das três lactações estudadas. Os 

demais aminoácidos apresentaram uma discreta variação na segunda lactação com 

exceção da prolina que praticamente não various entre as lactações estudadas. 
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Figura 01: Variação de cada aminoácido durante as três lactações estudadas de 

uma fêmea de peixe-boi da Amazônia.
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De modo geral, a qualidade nutricional do leite pode variar sob influência de 

diversos fatores fisiológicos tais como: idade,   número de parições,   peso vivo das 

lactantes, dieta, estágio da lactação e condições ambientais (Santos et al. 2005). O 

número de parições altera a qualidade no teor do leite uma vez que as proteínas nesta 

secreção originam-se a partir dos aminoácidos que estão livres na corrente sanguínea. 

Assim  a mudança na composição do leite ao longo das diferentes parições se deve ao 

desenvolvimento progressivo do tecido mamário secretor, aumentando a capacidade e a 

habilidade do organismo em responder aos estímulos fisiológicos durante o período da 

lactação (Kemenes, 1992). 

Entretanto ao observar a lactação IA e IC, verificou-se diferença estatística no 

teor de aminoácidos essenciais, principalmente leucina e lisina, sendo possível verificar 

um incremento desses aminoácidos na terceira lactação (figura 2). Destaca-se que o teor 

de glicina permaneceu estável entre as lactações. Estas observações corroboram com os 

estudos de Graminha et al. (1999), que ao avaliarem a produção leiteira em cabras, 

verificaram que o pico lactacional ocorre na terceira lactação, decrescendo 

progressivamente até a sétima lactação. 

Essa aparente melhora no teor de aminoácidos essenciais no leite ao longo das 

três  lactações  estudas  pode  estar  relacionada  com  o  amadurecimento  fisiológico 

completo da fêmea, permitindo melhor reserva nutricional para os eventos reprodutivos. 

Além disso, houve uma melhora no teor nutricional da dieta dos animais do plantel do 

INPA uma vez que ao longo dos 12 anos (intervalo compreendidos entre a primeira e 

ultima lactação) os estudos relacionados a fisiologia e nutrição destes animais em 

cativeiro foram intensificados (Chacon, 2001).
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Figura 02: Comparação entre o teor de aminoácidos no leite de peixe-boi da Amazônia mantida em 

cativeiro na lactação IA e IC por meio de análise de variância (ANOVA). *NS: não significativo; 

p<0,05: significativo; p<0,01: altamente significativo. 

 

 
 

Variação ao longo do tempo de lactação 

 
A concentração dos aminoácidos no leite do peixe-boi da Amazônia analisadas 

trimestralmente ao  longo  dos  2  anos  de lactação  (IA e  IB), formaram  gráficos  de 

regressão polinomial de 4th ordem, sugerindo uma oscilação nas concentrações destes 

compostos durante o período analisado. De modo geral os teores dos aminoacidos foram 

mais elevados no primeiro semestre da lactação IA e teores mais baixos no segundo 

semestre da lactação IB.
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Em  relação  as  análises  mensais  (IC),  de  modo  geral,  observou-se  maior 

diferença no primeiro quando comparado com o restante dos meses analisados. Desta 

forma os  gráficos  de regressão  dos  diferentes  estágios  de lactação  nas  3  lactaçoes 

estudadas (IA, IB, IC) estão dispostos a seguir (figuras 03 a 18). 

Ao avaliar cada aminoácido ao longo das lactações estudadas, percebeu-se que o 

ácido glutâmico+ glutamina (Glx), apesar de ser o aminoácido mais abundante no leite, 

apresentou  na  comparação  mensal  uma  concentração  menor  no  primeiro  mês  de 

lactação (9%), quando comparado com o segundo mês de lactação em que essa 

quantidade chegou a 19%, e atingiu seu pico de concentração (23%) logo nos primeiros 

seis meses da lactação. Contudo nas lactações IA e IB, em que foram apresentadas as 

concentrações deste aminoácido por trimestre é possível observar que, conforme a idade 

lactacional avançou, essa concentração sofreu uma discreta redução no leite 

permanecendo na faixa de 20% do teor deste até o final da lactação (figura 3). 

O ácido aspártico + asparagina (Asx) apresentou a menor concentração no 

primeiro  mês  de  lactação  (IC-  4,8%),  no  entanto  a  proporção  deste  aminoácido 

aumentou conforme os meses, atingindo o pico de concentração no sétimo mês avaliado 

de lactação (8,5%).   Interessante destacar que esta tendência foi  corroborada pelos 

resultados obtidos para o mesmo período nas lactações IA e IB. O segundo ano de 

lactação, tanto em IA quanto em IB, apresentaram uma tendência decrescente na 

concentração deste aminoácido (7%) (figura 4).
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Fig. 03: Variação longitudinal do aminoácido ácido glutâmico contido no leite de uma 

fêmea de peixe-boi da Amazônia. O eixo X indica o tempo lactação (meses) e o eixo Y 

indica a concentração de aminoácido (%). Os pontos distribuídos nos gráficos 

representam os períodos estudados: Lactação IA e IB ï (1) 1-3 meses; (2) 4-6 meses; (3) 

7-9 meses; (4)10-12 meses; (5) 13-15 meses; (6) 16-18 meses; (7) 19-21 meses; (8) 22-

24 meses. Lactação IC - (1) janeiro; (2) fevereiro; (3) março; (4) abril; (5) maio; (6) 

junho, (7) julho; (9) setembro; (10) outubro.
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Fig. 04: Variação longitudinal do ácido aspártico contido no leite da fêmea I onde o 

eixo X indica o tempo lactação (meses), o eixo Y indica a concentração de aminoácido 

(%). Os pontos distribuídos nos gráficos representam os períodos estudados, onde: 

Lactação IA e IB ï (1) 1-3 meses; (2) 4-6 meses; (3) 7-9 meses; (4) 10-12 meses; (5) 

13-15 meses; (6) 16-18 meses; (7) 19-21 meses; (8) 22-24 meses. Lactação IC - (1) 

Janeiro; (2) Fevereiro; (3) Março; (4) Abril; (5) Maio; (6) Junho, (7) Julho; (9) 

Setembro; (10) Outubro.
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Foi verificada uma alta correlação entre o tempo de lactação e a concentração do 

aminoácido treonina nas amostras analisadas, principalmente no que diz respeito a IA 

(r= 0.99) (figura 05). A maior concentração deste aminoácido foi verificada no final da 

lactação IB, no qual o teor deste aminoácido atingiu o pico de 4,8%. Entretanto, nota-se 

que a concentração deste aminoácido no primeiro mês de lactação é o menor dentre 

todos os tempos analisados (1,5%). 

A serina, outro aminoácido que juntamente com a treonina formam o grupo de 

aminoácidos polares neutros, apresentou uma concentração relativamente constante ao 

longo da lactação (5 ± 1%) com destaque apenas para lactação IB em que foi verificado 

o máximo de concentração deste composto (7%) (figura 06).
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Fig. 05: Variação longitudinal do aminoácido treonina contida no leite. O eixo X indica 

o tempo lactação (meses) e o eixo Y indica a concentração de aminoácido (%). Os 

pontos distribuídos nos gráficos representam os períodos estudados: Lactação IA e IB ï 

(1) 1-3 meses; (2) 4-6 meses; (3) 7-9 meses; (4) 10-12 meses; (5) 13-15 meses; (6) 

16-18 meses; (7) 19-21 meses; (8) 22-24 meses. Lactação IC - (1) janeiro; (2) fevereiro; 

(3) março; (4) abril; (5) maio; (6) junho, (7) julho; (9) setembro; (10) outubro.
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Fig. 06: Variação longitudinal do aminoácido serina contida no leite. O eixo X indica o 

tempo lactação(meses) e o eixo Y indica a concentração de aminoácido (%). Os pontos 

distribuídos nos gráficos representam os períodos estudados: Lactação IA e IB ï (1) 1-3 

meses; (2) 4-6 meses; (3) 7-9 meses; (4) 10-12 meses; (5) 13-15 meses; (6) 16-18 

meses; (7) 19-21 meses; (8) 22-24 meses. Lactação IC - (1) janeiro; (2) fevereiro; (3) 

março; (4) abril; (5) maio; (6) junho, (7) julho; (9) setembro; (10) outubro.
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Ao analisar o grupo de aminoácidos apolares (Ala, Val, Ile, Leu, Met, Phe, Tyr), 

verificou-se uma concentração muito baixa do aminoácido sulfurado metionina, o qual 

atingiu no máximo 2,4% da concentração total no ultimo mês de lactação estudado 

(outubro) (figura 07). 

O teor de alanina no leite do peixe-boi da Amazônia apresentou-se mais 

concentrado no primeiro mês de lactação (8,5%), entretanto essa concentração reduziu 

para cerca de 5%, permanecendo com uma variação máxima de aproximadamente 1% 

ao longo dos dois anos de lactação (figura 08).  Assim como a alanina, a concentração 

de valina foi maior no primeiro mês de lactação. No entanto, quando avaliada 

trimestralmente (IA e IB) demonstrou uma diminuição ao longo do primeiro ano. 

Entretanto no segundo ano de lactação a valina sofre um acréscimo tanto na primeira 

quanto na segunda lactação (figura 09).
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Fig. 07: Variação longitudinal do aminoácido metionina contida no leite. O eixo X 

indica o tempo lactação (meses) e o eixo Y indica a concentração de aminoácido (%). Os 

pontos distribuídos nos gráficos representam os períodos estudados: Lactação IA e IB ï 

(1) 1-3 meses; (2) 4-6 meses; (3) 7-9 meses; (4) 10-12 meses; (5) 13-15 meses; (6) 

16-18 meses; (7) 19-21 meses; (8) 22-24 meses. Lactação IC - (1) janeiro; (2) fevereiro; 

(3) março; (4) abril; (5) maio; (6) junho, (7) julho; (9) setembro; (10) outubro.




