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Resumo

Equivocadamente tem se considerado alergias e intolerancias alimentares como sindnimos.
Para que a reacdo alérgica a um alimento ocorra, proteinas ou outros antigenos devem ser
absorvidos pelo trato gastrointestinal, interagir com o sistema imunolégico e produzir uma
resposta (MOREIRA, 2006). O leite de vaca apresenta maior incidéncia em respostas
alergénicas e uma sintomatologia bastante variavel. Uma das principais proteinas do leite € a
caseina, representando cerca de 80% das proteinas lacteas. Sua variante, a p-caseina A, em
bovinos, apresenta uma mutacdo ocasionando as variantes f-caseina Al e B-caseina A2. A
Alergia a Proteina do Leite de Vaca (APLV) é causada pelo opioide liberado durante a
digestao da B-caseina A1, que segundo literatura, ndo esté presente no leite de outras espécies,
como os bubalinos, por exemplo. Este estudo exploratorio teve por objetivo analisar a
genética do Rebanho Bubalino da Estacdo Experimental Agronémica da UFRGS, com o
intuito de analisar a prevaléncia do gene para -caseina A2. Para amostragem, foi necessario
coletar sangue e depositar em tubos EDTA, que foram identificados e armazenados em caixa
de isopor devidamente refrigerada. O isolamento do DNA foi realizado no Laboratério de
Citogenética e Evolucdo do Departamento de Genética da UFRGS. Todos os animais
apresentaram sequéncia de bases de aminoacidos semelhante a variante da p-caseina A2 de
bovinos. Este resultado era esperado devido aos relatos de literatura. Todos os animais
amostrais apresentaram em sua sequéncia de aminodcidos uma variante semelhante a f-
caseina A2 bovina, onde na posigdo 67 se encontrou uma prolina. Esta variante da -caseina
foi reconhecida por Ferranti et al., 1998, pela nomenclatura de p-caseina A bubalina. Portanto,
0 Rebanho Bubalino da EEA — UFRGS é produtor de leite do tipo p-caseina A e B. Sendo
assim, estes animais geneticamente identificados estéo aptos a produzir leite e derivados livres
de uma variante da B-caseina que possa causar reacdes alérgicas no trato gastrointestinal

principalmente de lactantes e criangas, e consumidores.

Palavras chave: mutagdo genética, APLV, bafalo



Abstract

Allergies and food intolerances are erroneously considered synonyms. For an allergic
reaction to happen, proteins or other antigens need to be absorbed by the gastrointestinal
system, interacts with the immune system and produces a physiological response. Cow milk
presents higher incidence of allergenic responses and a variable and wide range of symptons.
One of the main milk proteins is casein, which represents around 80% of all lacto-proteins.
The variety B-casein A, in bovines, can present mutations forms named B-casein Al and f-
casein A2. Cow milk allergy is caused by the opioid released during the digestion of B casein
Al, which according to recent studies, is absent in the milk of species like water buffalos.
This exploratory study intends to genetically analyse a milk’s water buffalos of Estacdo
experimental Agronomica of UFRGS, with the aim to verify the prevalence of gene B-casein
A2. To produce samples for this study, it was necessary to collect blood stored in the
identified EDTA tubes and keep them stored in refrigerated styrofoam boxes. The isolation of
DNA was conducted at the Citogenetic and Evolution Laboratory, part of Genetics
department of Federal University of Rio Grande do Sul. All tested animals presented a
sequence of amino acid bases similar to the bovine variety pB-casein A2. This result was
expected according to review of existing literature which attributes such results to a low
selection process experienced by this animals in the past. All sampled animals presented an
amino acid sequence variety, similar to B casein A2 in bovines, where a proline was found in
the position 67. This variety of p-casein was recognised by Ferranti et al (1998) as -casein A
whater buffalo. The water buffalo cattle of EEA - UFRGS produces milk types p-casein A
and B. Therefore, this genetically identified animals are able to produce milk and its
derivatives free from the B casein variety the could cause allergic reaction in the

gastrointestinal tract of breast feeding mothers and children.

Keywords: genetic mutation, cow's milk protein allergy, water buffalo
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1 INTRODUCAO

Equivocadamente tem se considerado alergias e intolerancias alimentares como
sinbnimos (ANGELIS, 2006). As alergias alimentares sdo bem mais comuns no grupo
pediatrico do que em adultos e possuem um impacto médico, financeiro e social consideravel
em criangas menores e suas familias (SAMPSON, 2005).

Para que a reacdo alérgica a um alimento ocorra, proteinas ou outros antigenos devem
ser absorvidos pelo trato gastrointestinal, interagir com o sistema imunolégico e produzir uma
resposta (MOREIRA, 2006). Os alérgenos alimentares mais comuns responsaveis por até 90%
de todas as reacOes alérgicas sdo as proteinas do leite de vaca, ovo, amendoim, trigo, soja,
peixe, frutos do mar e nozes (LOPES et al., 2006). O leite de vaca apresenta maior incidéncia
e uma sintomatologia bastante variavel. Seu estudo € prejudicado porque, na pratica clinica,
muitas vezes, 0s pesquisadores dividem-se em incrédulos, que subestimam sintomas, ou
aqueles que os hiperestimam, levando criangas ao uso de dietas e privagGes desnecessarias,
com graves consequéncias nutricionais e psicologicas (CARVALHO, 2001).

Das proteinas implicadas nas reacdes imunologicas, os principais alérgenos encontrados
no leite sdo a caseina, a-lactoaloumina e a R-lactoglobulina (CASTELLO et al., 2004). A
alergia ao leite de vaca (APLV) é uma doenca quase exclusiva dos lactentes e da infancia e
raramente é descrita na adolescéncia (CARVALHO, 2001).

Segundo a Associacdo Brasileira de Alergia e Imunopatologia (ASBIA), o ponto
principal do tratamento da APLV € a exclusdo do leite de vaca e seus derivados da dieta.
Atualmente o leite de vaca é 0 mais consumido no mundo, sendo também o produto lacteo
mais comum entre 0s consumidores. Quando recomendado a exclusdo deste alimento tanto
para lactentes quanto para as mées durante a amamentacgéo, logo ocorre a exclusdo total de
toda e qualquer dieta lactea, de qualquer espécie, por desconhecimento da APLV caracterizar
a proteina da espécie bovina (ASBIA, 2007)

Trabalhos como de Villares et al. (2006) chamaram a atengéo para os eventuais efeitos
adversos das dietas de exclusdo de leite para criancas. Foram descritos casos de
hipocrescimento nas criangas que seguem uma dieta sem produtos lacteos. Foram descritos
também suprimento caldrico insuficiente, baixo suprimento de célcio e sinais bioquimicos de

nutricdo inadequada em criangas com menos de quatro anos (VILLARES et al., 2006).
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1.1 Objetivo
Identificar a sequéncia de aminoacidos dos bubalinos para p-caseina A semelhante a

sequéncia de AA para -caseina A2 de bovinos.

1.2 Justificativa

Sabendo da importancia nutricional do alimento leite para a populagdo humana,
principalmente em criancgas, buscam-se alternativas de consumo para aqueles que apresentam
APLV (OLIVEIRA, 2013). Este estudo exploratério busca apresentar uma possivel
alternativa de consumo de lacteos para pessoas atingidas pela APLV, apresentando uma

alternativa de consumo de lacteos livres da -caseina Al (semelhante a bovina).

1.3 Problema

Quando se trata sobre composicao do leite bubalino, pouco se tem conhecimento sobre
0 assunto. O leite de bdfala € o segundo mais consumido mundialmente (BERNARDES,
2007). Os bubalinos sofreram pouquissima selecdo genética ao longo dos anos. Sendo assim,
poucos estudos a nivel genético sdo realizados com estes animais. Ha poucos trabalhos
cientificos buscando caracterizar o leite bubalino.

Existe um grande mercado de alimentos que é pouco explorado. Este mercado é
caracterizado por um produto altamente nutritivo, com alto teor calérico, alta proteina, alta
gordura, rico em vitaminas e minerais e com um potencial de nutrir criancas que tenham a
APVL.

Atualmente existem afirmacdes conflitantes sobre intolerancia a lactose e alergia ao
leite. Segundo Oliveira et al. (2013) e Barbosa et al. (2019), para uma dieta livre de B-caseina
Al, o consumo de lacteos de outras espécies como o bufalo é uma alternativa.

Com vista nos conflitos existentes, se identifica uma necessidade de pesquisa acerca das
diferencas entre a proteina B-caseina. Apresentar o leite bubalino esta como alternativa para
nutrir criancas e a parte da populagdo que apresentem alergia a variante da proteina f3-caseina
Al.

1.4 Hipotese
Espera-se que todos 0s animais amostrais apresentem sua sequéncia de aminoacidos
para B-caseina A semelhante a p-caseina A2 bovina e ndo apresentem sequéncia de AA

semelhante a B-caseina Al bovina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historia da Bubalinocultura leiteira e sua atual situacdo no Brasil

A bubalinocultura no Brasil teve seu inicio no final do século XIX, em pequenos lotes
originarios da Asia, Itélia e Caribe. Sua grande adaptabilidade aos mais variados ambientes,
sua elevada fertilidade e longevidade produtiva, permitiram que o rebanho se expandisse
significativamente, e dos pouco mais de 200 animais introduzidos no pais, resultaram em um
rebanho de 495 mil bufalos em 1980, com um crescimento anual médio de 10,86% entre 1961
e 1980 (BERNARDES, 2007). Motivo pelo qual a ocorréncia de consanguinidade entre os
rebanho bubalinos no Brasil é alta (BERNADES, 2014).

O maior conhecimento de suas potencialidades e caracteristicas produtivas associadas a
diversas agdes promocionais, notadamente a partir da década de 80, motivou acentuada
expansdo e disseminacdo da espécie para diversas regides. Inicialmente o objetivo era de
ocupar os chamados “vazios pecuarios”, onde passaram a ser explorados tanto para corte
quanto para producéo leiteira (BERNARDES, 2007).

Principalmente a partir dos anos 90, se observou uma significativa expansdo de
unidades industriais dedicadas a producdo de derivados de leite de bdfalas, devido ao maior
rendimento industrial e producao de produtos de maior valor agregado (BERNARDES, 2007).

Boa parte da producdo de leite bovino no Brasil vem sendo explorada por pequenos
produtores (menos de 50 litros/dia), através de exploracbes com baixo uso de tecnologia ou
intensificacdo e geralmente como atividade complementar a outras exploracdes agropecuarias.
Nestas condicBes, seus rebanhos geralmente sdo formados por animais de baixa
produtividade, com producbes médias por lactagdo de pouco mais de 1.000 kg, com taxas de
fertilidade que sequer atingem 60% (BERNARDES, 2007).

Ao mesmo tempo em que se observa este fendbmeno com relacdo a leite bovino,
verificamos que nas regides onde existem laticinios especializados na captacdo do leite de
bufalas, 0 movimento é no sentido inverso, ou seja, é cada vez maior o nimero de produtores,
principalmente pequenos, que passam a se dedicar a exploracao leiteira da bufala com a qual
tém obtido producéo individual, mesmo com rebanhos ainda pouco selecionados, superiores
as que obtinham com os bovinos, e significativamente um maior volume global, gracas a
maior fertilidade da espécie (BERNARDES, 2007).

Além disto, o preco de remuneracdo do leite bubalino é mais estavel durante o ano e

duas vezes maior que os valores obtidos com o leite bovino, além de conseguir obter melhor
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remuneracgdo pelos bezerros desmamados e, dada a maior longevidade produtiva da espécie,
tém menor necessidade de reposicdo (BERNARDES, 2007).

A producdo leiteira bubalina média no Brasil € de cerca de 1.500 a 1.700 litros por
lactacdo, sendo, por exemplo, cerca de 30-40% inferior as médias observadas na India e
Paquistdo atualmente. Em termos de potencial de melhoramento, verifica-se ja com relativa
frequéncia nestes paises exemplares com producdes leiteiras entre 5 e 6 mil kg por lactacéo,
producdes estas ainda raramente vistas no Brasil (BERNARDES, 2014).

Enquanto se observa certa estagnacdo no consumo de derivados de lacteos bovinos no
pais nos ultimos anos, os laticinios que processam leite de bufalo apresentam, entre 2001 e
2005, um crescimento médio anual no leite processado na ordem de 32,3%, segundo a
Associacdo Brasileira dos Criadores de Bufalos (ABCB). Além da tradicional Mozzarella
outros derivados comecam a ser produzidos a partir do leite de bufala, tais como os queijos
tipo minas frescal, a ricota, o doce de leite, o queijo tipo coalho, o iogurte e o provolone, entre
outros (BERNARDES, 2007).

Estima-se que a producdo de leite de bdfalas no Brasil seja de 92,3 milhGes de litros,
produzidos por cerca de 82.000 bufalas em 2.500 rebanhos e que existam pelo menos 150
indUstrias produzindo derivados de leite de bufalas no pais. Estas industrias transformam
anualmente 45 milhdes de litros de leite em 18,5 mil toneladas de derivados, gerando um
faturamento bruto da ordem de U$ 55 milhdes aos laticinios e de cerca de U$ 17 milhdes aos
criadores (BERNARDES, 2007).

2.2 Caracterizacao de Leite Bubalino

O leite € uma secrecao caracteristica da glandula mamaria de todos os mamiferos. Por
causa de sua funcdo nutricional para animais muito jovens, o leite € um alimento rico em
minerais, vitaminas, gordura e proteinas, sendo um alimento indispensavel ao seu
desenvolvimento (BERNARDES, 2007).

A composicdo do leite difere entre as espécies na porcentagem de seus constituintes,
podendo variar também por fatores climaticos e fisioldgicos tais como estagio de lactagéo,
idade do animal e de seu proprio genétipo (OTAVIANO, 2006). Na Tabela 1 é possivel

comparar as diferencas na composi¢do do leite nas espécies bubalina e bovina.
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Tabela 1. Valores médios da composicéo do leite bubalino e bovino

Componente Bufala Vaca
Extrato seco (%) 18,50 12,20
Extrato seco desengordurado (%) 10,20 8,70
Gordura (%) 8,30 3,50
Proteina total (%) 473 3,30
Lactose (%) 4,90 470
Minerais (%) 0,80 0,70
Contetdo cal6rico (Kcal) 1.210 690
Contedldo calérico (MJ) 5,10 2,90

Fonte: Adaptado de Zicarelli, 2001

O leite bubalino difere do bovino, pois contém maiores teores de proteina, gordura,

minerais como célcio e fosforo, bem como maior teor de lactose. A auséncia de f-caronteno

no leite desses animais é outra notdvel caracteristica, que confere cor branca peculiar. A

acidez titulavel do leite de bafala é outra caracteristica importante, e seus valores sdo mais

elevados que os encontrados no leite bovino (MACEDO et. tal., 2001).

Este leite é cerca de 40 — 50% mais produtivo na elaboracdo de derivados (queijos,

iogurte, doce de leite, etc.) que o leite de bovino (Tabela 2). Por conter maior teor de gordura,

sdo0 necessarios apenas 14 litros de leite de bufala para produzir 1 kg de manteiga, ao passo

que para obter a mesma quantidade de manteiga com leite de vaca bovina, sdo necessarios

mais de 20 litros. Com apenas 5,0 litros de leite de bufala pode-se obter 1 kg de Mozzarella de

alta qualidade, onde sdo necessarios de 8 a 10 litros de leite de vaca para produzir a mesma

quantidade de queijo (SILVA et al., 2003).

Tabela 2. Rendimento industrial de leite de bufala e vaca

Rendimento Bufala/Vaca

Derivado Volume de leite/quilo de produto

(%)
Bufala Vaca

logurte 1,20 2,00 40
Mozzarella 5,50 8,0-10,0 29
Provolone 7,43 8,0-10,0 20
Queijo Marajé 6,00 10,0-12,0 41
Doce de leite 2,56 3,50 29
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Fonte: Adaptado de Silveira et al., 2003.

2.3 Alergia x Intolerancia

Os efeitos adversos que certos alimentos podem causar quando consumidos por alguns
individuos sdo conhecidos e relatados desde séculos a Antiguidade (CARVALHO, 2001).
Equivocadamente tem se considerado alergias e intolerancias alimentares como sinénimos
(ANGELLIS, 2006).

Alergia e intolerancia sdo representadas por reacGes adversas a ingestdo de qualquer
alimento ou aditivo alimentar. Estas reacdes adversas podem ser classificadas em tdxicas e
ndo toxicas. As reacdes toxicas sao aquelas que independem da sensibilidade individual e
ocorrem a partir da ingestdo de determinadas substancias, como: toxina bacteriana, alimentos
com propriedades farmacologicas e por fim doencas metabdlicas (BRASIL, 2008).

As reacles ndo tdxicas sdo aquelas que dependem de uma susceptibilidade individual e
podem ser classificadas em: imunomediadas (alergia alimentar) e ndo imunomediadas
(intoleréncia alimentar) (OLIVEIRA, 2013). A falta de correta distingdo entre os termos
intolerancia e alergia é comum, sobretudo entre os profissionais da area da saude que sdo

responsaveis pelo tratamento de ambas as patologias (OLIVEIRA, 2013).

2.3.1 Intolerancia

Sdo descritas como intolerancias alimentares qualquer resposta diferente a um aditivo
ou alimento, sem que haja intervenc6es imunoldgicas. Dentre as intolerancias alimentares se
destaca a intolerancia a lactose (IL), frequentemente encontrada na préatica pediatrica. De
forma geral distinguimos IL de Alergia a Proteina do Leite com a incapacidade de absorver a
lactose (SPERIDIAO & FAGUNDES, 2005).

A IL é uma patologia comum em diversas popula¢des nas mais variadas faixas-etarias
(PRETTO el tal., 2002). E uma afeccdo da mucosa intestinal (intestino delgado) que
incapacita a digestdo da lactose e absorcao deste carboidrato da dieta (PEREIRA E FURLAN,
2004). A ma absorgéo da lactose ocorre por conta da inatividade ou ineficiéncia da enzima f-
D-galactosidase, também conhecida por lactase (CARROCCIO et al., 1990).

Pessoas intolerantes a lactose muitas vezes confundem intolerancia com alergia, pois 0s
sintomas de ambas sdo parecidos (PRAY, 2000). Os métodos diagndsticos utilizados para
verificar a intolerancia a lactose podem ser realizados atraves de exames de sangue, urina,

hidrogénio expirado, ou através da avaliacdo de material genético (BULHOES et al., 2007).
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O consumo de leite e derivados por pessoas intolerantes varia de acordo com o nivel de
intolerancia. Geralmente pessoas intolerantes ao leite de vaca podem consumir fermentados
lacteos e leite hidrolisado (KIM; GILLILAND, 1983).

Pessoas com IL podem consumir lacteos e derivados quando utilizado de suplementacao
para lactose, Vvarios sdo os tipos de suplementacdo para pessoas intolerantes. Cépsulas de
lactase e lactase liquida ja estdo disponiveis no mercado a fim de minimizar os efeitos
causados pela auséncia ou pouca eficiéncia da lactase (PRAY, 2000).

Outra proposta para minimizar os efeitos causados pela intolerancia a lactose consiste
no uso de alimentos funcionais contendo culturas probidticas e prebidticas. Culturas
probidticas, por exemplo, pode garantir maior atividade enzimatica, no caso de intolerantes,
maior atividade da enzima lactase (SAAD, 2006).

2.3.2 Alergia

As reacOes ndo toxicas imunomediadas, recebem o nome de alergia. Diferentemente da
intolerdncia, a alergia ocorre devido as reacdes com o componente proteico do leite,
provocando liberacdo de anticorpo, histaminas e outros agentes defensivos (ANTUNES e
PACHECO, 2009).

A alergia, portanto, séo reacdes adversas aos alimentos, dependentes de intervencédo
imunoldgica, podendo ser classificadas de acordo com o mecanismo imunoldgico subjacente
em: IgE mediada, reacdes mistas e ndo IgE mediadas. Os sintomas possuem amplo espectro e
inclui manifestagdes gastrointestinais, cutaneos e sistémicos (BRASIL, 2012).

Dentre as alergias, oito alimentos sd@o responsaveis por 90% das reagdes alérgicas
alimentares; leite, ovo, amendoim, frutos do mar, peixe, castanhas, soja e trigo. Dos quais, a
alergia a proteina do leite de vaca (APVL) é a mais frequente (OLIVEIRA, 2013).

A APVL ocorre principalmente nos trés primeiros anos de vida (HENRIKSEN et al.,
2000). Em paises desenvolvidos, APLV afeta entre 2% e 7,5% das criancas, especialmente
nos primeiros meses de vida (VEIRA et al., 2004). Em um inquérito epidemioldgico,
realizado em consultorios de gastroenterologistas pediatricos das regides sul e sudeste do
Brasil, 7,4% de 9.478 criancas apresentaram suspeita de alergia alimentar, relacionada ao leite
de vaca em 77% dos casos (VIEIRA et al., 2005). Neste estudo, a incidéncia e a prevaléncia
da suspeita de APLV, calculadas através dos diagnosticos relatados pelos médicos
entrevistados, foram respectivamente 2,2% e 5,7%, embora ndo se conhecam os métodos de

diagnosticos aplicados em cada caso (VIEIRA et al., 2005)
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A APVL ocorre quase sempre em criangas geneticamente predispostas, afetando de
forma significativa o bem-estar da crianca e da familia (BRASIL, 2012). As doencas alérgicas
vém sendo apresentadas como uma caracteristica da heranca poligénica, a qual é transmitida
pelos genes dos pais, sendo assim responsavel por 50 — 80% em criancas que apresentam
historico familiar positivo e cerca de 20% para aquelas que ndo possuem quadro clinico
favoravel em seus antecedentes (FERREIRA et al., 2007).

Dentre os fatores que mais afetam o desenvolvimento da APVL na infancia, estdo a
permeabilidade da barreira do trato gastrointestinal, a predisposicdo genética e a imaturidade
fisiologica do sistema imunoldgico e do aparelho digestivo, inerente as criangcas nos primeiros
dois anos de vida (PEREIRA & SILVA, 2008).

Dentre as proteinas do leite de vaca as de maior poder alergénico estdo a caseina, a-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, globulina e albumina sérica bovina, podendo causar tanto
reacdo alérgica IgE mediadas quanto ndo IgE mediadas (MORAIS et al., 2010).

O mecanismo fisiopatolégico pelo qual se desenvolve a alergia alimentar envolve, além
dos antigenos, processos de fundamental importancia, como a permeabilidade da barreira do
trato gastrointestinal e a predisposicdo genética individual (MORAIS & NETO, 2003). A
imaturidade fisiologica do aparelho digestor, inerente aos dois primeiros anos de vida e o
sistema imunoldgico também imaturo nessa faixa etaria, sdo fatores importantes para que o
desenvolvimento da APLV na infancia se estabeleca (MORAIS & NETO, 2003; VIEIRA et
al., 2004).

O diagndstico da APLV deve ser realizado de forma criteriosa, ja que seu tratamento se
baseia na exclusdo completa de leite de vaca e derivados da dieta, ou seja, importantes fontes
de nutrientes, como o célcio (MEDEIROS et al., 2004) . A eliminacdo do leite de vaca sem
substituicdo adequada pode prejudicar o crescimento normal e a qualidade nutricional da
alimentacdo, com possibilidade de repercussbes clinicas, razdo pela qual se ressalta a
importancia da avaliagdo continuada, ndo sé da ingestdo alimentar, mas também do estado
nutricional das criangas, durante todo o periodo de dieta de exclusdo (MEDEIROS et al.,
2003; CORTEZ et al., 2007).

2.4 Sinteses das proteinas do leite
As principais proteinas do leite incluem a caseina, p-lactoglobulina, a-lactoalbumina,
soroalbumina e imunoglobulinas. Todas as principais proteinas do leite (exceto soroalbumina

e imunoglobulinas) sdo sintetizadas por células epiteliais na glandula mamaria a partir de
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aminoacidos (AA) extraidos do sangue. A caseina é uma fosfoproteina relativamente
hidrofobica encontrada na forma de micela (DEPETERS & CANT, 1992) e ¢ sintetizada a
partir das células epiteliais da glandula mamaria. Observa-se na Tabela 3 que este grupo de
proteinas representa em torno de 80% do total de proteina verdadeira do leite segundo
Lapierre et al (2012).

Tabela 3. Caracteristicas bioguimicas das proteinas do leite

Proteinas Porcéo (%) do total de proteinas
a-caseina 45 —55
K-caseina 8-15
[-caseina 25-35
A-caseina 3-7
a-lactoalbumina 2-5
-Lactoglobulina 7-12
Soroalbulmina 0,7-13
Lactoferrina 0,2-0,8

Fonte: Adaptado de Lappierre et al., 2012

As micelas tém aproximadamente 140 nm de didmetro. Elas sdo compostas de a, p € «
caseina. A a-caseina apresenta diferentes formas multifosforiladas (a-S2, a-S3, a-S4, a-S5 e
a-S6). A B-caseina € a maior caseina do leite. A k-caseina esta distribuida por toda a micela
de caseina e atua estabilizando-a. A A-caseina esta composta por fragmentos da B-caseina que
sdo liberados pela digestdo da plasmina enquanto o leite esta na glandula mamaria (LARSON
& SMITH, 1978).

A caseina, a p-lactoglobulina e a a-lactoalbumina correspondem a 95% das proteinas do
leite, sendo sintetizadas no Ubere. J& a soroalbumina, as imunoglobulinas e a A-caseina nao

sdo sintetizadas no Ubere e simplesmente sdo filtradas do sangue (FONSECA, 1995).
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As trés possiveis origens dos precursores sanguineos das proteinas sintetizadas pela
glandula mamaria séo;

1) peptideos: sua concentracdo no plasma sanguineo € inferior a quantidade necessaria
para fornecer 10% dos AA que formam as proteinas sintetizadas na glandula mamaria;

2) proteinas do plasma: fornecem menos de 10% da proteina sintetizada na glandula
mamaria.

3) AA livres: a maior parte do nitrogénio utilizado para a sintese das proteinas do leite é
proveniente dos AA livres absorvidos pela glandula mamaria (GOFF et al., 1992).

As proteinas do leite sdo sintetizadas nas células alveolares a partir de AA derivados do
pool sanguineo (KNIGHT et al., 1994). Os AA podem ser classificados em essenciais e ndo
essenciais, sendo que os primeiros necessitam vir do sangue, enquanto 0s ndo essenciais sdo
produzidos pelas proprias células secretoras (GOFF et al., 1992).

E frequentemente postulado que a disponibilidade de AA essenciais pode limitar a
sintese de proteina do leite e afetar sua producdo. A metionina em particular, mas também a
finilalanina, histidina, lisina e treonina tém sido consideradas como possiveis limitantes,
sendo que a suplementacdo destes AA na forma bypass, normalmente produz um aumento na
producdo de leite (HOLMES & WILSON, 1998).

A absorcdo de AA ndo essenciais é mais variavel do que a de AA essenciais, sugerindo
que a glandula maméaria nao é completamente dependente de precursores do plasma para AA
ndo essenciais. Alguns dos AA ndo essenciais sao absorvidos, como AA livres, a partir do
sangue, sendo que outros sdo sintetizados na glandula mamaria (FONSECA, 1995). Esta
sintese fundamentalmente consiste em interconversdo entre diferentes AA ou sintese a partir
de esqueletos de carbono, de carboidratos ou acidos graxos, para formar, em quantidade
suficiente, os AA necessarios (FONSECA, 1995).

O reticulo endoplasmatico rugoso das células secretoras € local de sintese das proteinas
do leite. Toda informag&o genética da proteina esta contida no DNA presente no nicleo da
célula. No DNA ha o molde para sintese de uma fita de RNA que guarda a sequéncia de AA
para as proteinas. Depois de sintetizadas as proteinas sdo transportadas até o lamen por
vacuolos presentes no citoplasma (GOFF et al., 1992).

As proteinas do leite sdo sintetizadas pelo reticulo endoplasmatico rugoso e passam para
0 complexo de Golgi (GOFF et al., 1992).

Goff et al. (1992) descreveramu que a maneira pela qual este movimento ocorre néo
esta totalmente definida. Possivelmente as cadeias peptidicas atravessam o limen do reticulo
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endoplasmaético rugoso diretamente para o complexo de Golgi, ou ocorrendo & formagéo de
vesiculas fora do reticulo endoplasmaético rugoso que migram e fundem-se com o complexo
de Golgi (GOFF et al., 1992). O complexo de Golgi migra para a membrana apical onde se
funde com a membrana plasmatica. Entdo ocorre o processo de pinocitose reversa, onde as
proteinas sdo liberadas para o limen do alvéolo (GOFF et al., 1992).

Neste ponto, o aparelho de Golgi torna-se parte da membrana plasmaética, servindo de
reparo da membrana plasmatica perdida durante a formacdo e secrecdo de goticulas de
gordura (GOFF et al., 1992).

2.5 B-caseina

O grupo das caseinas representa cerca de 75% a 85% das proteinas lacteas. Na maioria
das espécies de mamiferos, quatro diferentes proteinas compdem o grupo das caseinas, sendo
elas a-caseina s1, a-caseina sz, B-caseina e k-caseina (PEREIRA et al., 2016).

A B-caseina é a segunda proteina mais abundante no leite, além de ser crucial para a
estrutura micelar da caseina. Apresenta estado polimorfico e constitui-se de 209 AA, que se
dividem em 13 variantes: Al, A2, A3, B, C, D, E, F, H1, H2, I e G (VERCESI, 2012). Sendo
estas as variantes identificadas nos bovinos.

O leite mais consumido no Brasil é o de vaca e neste produto a B-caseina representa
aproximadamente 30% do total de proteinas contidas e de acordo com a genética do animal
serdo expressas no leite as variantes p-caseina Al e/ou A2, originando a denominacao leite
Al (o qual havera apenas B-caseina A1 ou uma mistura de B-caseina Al e A2) e leite A2 (no
qual havera apenas B-caseina do tipo A2) (BARBOSA et al., 2019).

O que diferencia essas duas variantes geneticas da p-caseina é a substituicdo de apenas
um amino&cido na posigéo 67 dos 209 AA que compdem esta proteina. A pB-caseina AL(BA1)
apresenta um residuo de histidina (His®’), enquanto a p-caseina A2 (BA2) apresenta um

residuo de prolina (Pro®’), conforme apresenta Figura 1.
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Aa
Beta- 67
caseina
A2 Val | Tir | Pro | Fen | Pro | Gli | Pro | lle | Pro | Asn | Ser | Leu | Pro
Al Val ¢ Tir |Pro| Fep | Pro | Gli w,g&u Ser Leu |Pr|::

BCM-7

Figura 1. Fragmento das variantes genéticas B-caseina Al e A2 bovinas, destacando a
diferenciacio de AA na posicéo 67.

Fonte: Pal et al., 2015.

Embora a diferenca na estrutura seja sutil, estas variantes de p-caseina séo digeridas de
forma diferente. A His®’ favorece a liberagdo do peptideo opioide B-casomorfina-7 (BCM-7),
durante sua digestdo gastrointestinal. Por outro lado, a presenca do residuo de aminoacido
Pro®” na BA2 n3o a torna suscetivel a esta liberaco, ou seja, ndo ocorre a liberagio do BCM-7
ou ocorre em quantidades muito pequenas, gerando o peptideo B-casomorfina-9 (BCM-9)
(KOSTYRA, 2004).

Literaturas como Barbosa et al. (2019), Brooke-Taylor S. et al. (2017), Depeters & Cant
(1992) e Hamosh et al. (1989), afirmam que a decisdo por consumir apenas BA2 é factivel
dentro de uma dieta com consumo de leite de cabra, ovelha e bufala visto que a mutacao
genética do alelo que codifica a producdo de BAL s6 foi observada, até 0 momento, em
rebanhos bovinos. O consumo de leite proveniente de rebanhos geneticamente caracterizados
e que sdo certificados como livres da expressdo da PALl seria a outra possibilidade
(BROOKE-TAYLOR S. et al., 2017), conhecidos como leite A2A2.

Recentemente no Brasil passou a ser comercializado o leite obtido de vacas A2. Na
Australia, Reino Unido, Estados Unidos, Nova Zeléndia, Holanda e em diversos outros paises
0 mesmo produto é comercializado com indica¢do de consumo por pessoas com histérico de

desconforto gastrointestinal decorrente do consumo de leite de vaca (BARBOSA et al., 2019).

2.5.1 Liberacdo de BCM-7
A acdo das enzimas digestivas sobre a BA1 pode liberar peptideos bioativos, como o
peptideo opioide BCM-7 (BOUTROU et al., 2013), cuja sequéncia aminoacidica esta

apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4. Sequéncia de AA das p-casomorfinas bovinas

B-casomorfinas  Fragmentos Estrutura
BCM-5 B-CNf (60-64) Tir-Pro-Fen-Pro-Gli
BCM-7  B-CNf (60-66) Tir-Pro-Fen-Pro-Gli-Pro-lle

BCM-9 B-CNf (60-68)  Tir-Pro-Fen-Pro-Gli-Pro-lle-Pro-Asn
Fonte: Adaptado de Brooke-Taylor et al., 2017.

Opioides sdo substancias quimicas com atividade semelhante a de morfinas que tém
atividade tanto no sistema nervoso central como em 6rgdos periféricos (LEBRUN, 2009). No
trato gastrointestinal podem agir diminuindo a motilidade intestinal, aumentando a absorcdo
de &gua, inibindo a secrecdo gastrica e estimulando a contracéo da vesicula biliar (LEBRUN,
2009).

A ocorréncia de BCM-7 advindo do consumo de leite bovino sera dependente da
proporcéao de B-caseina Al e A2 e possivelmente de condi¢des gastrintestinais especificas dos
individuos. Destaca-se que este peptideo bioativo além de apresentar efeitos locais no trato
digestorio, podera ser absorvido e atingir o sistema nervoso central, sendo esta absorcéo
possivelmente maior em estados de hiperpermeabilidade intestinal (NONI, 2018).

A BCM-7 também pode ser encontrada em derivados do leite Al, tais como iogurte e
queijos (NONI, 2008), embora sejam propostos que certos micro-organismos presentes nestes
produtos teriam a capacidade de hidrolisar o BCM-7 até peptideos menores ou mesmo em AA
(NONI, 2008). Ainda nao foi demonstrado se tais microrganismos também apresentam similar
influéncia dentro do trato gastrintestinal (NGUYEN et al., 2014). Pode ser prospectado ainda,
0 potencial da microbiota intestinal humana em hidrolisar peptideos bioativos, incluindo
aqueles com atividade opioide (NGUYEN et al., 2014).

A B-caseina presente no leite humano corresponde a variante genética A2 bovina, ou
seja, com uma prolina na posicdo equivalente na cadeia polipeptidica, conforme a Figura 2.
Neste contexto, durante a digestdo do leite humano pode ser observada formacéao de peptideos
bioativos, porém com diferente sequéncia de AA em relacdo ao BCM-7 bovino (HAMOSH,
HONG, e HAMOSH, 1989) e mais fraca atividade opioide.
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Aa
Beta- &7
caseina
A2 Val|[j;|Prn|Egu|Prn|§ﬁ|PrD|ug|Pr0|&&a|5&r|Leu|Pm
Humana llg |Ij£ | Pro | Fen, | Wal | Qvlg\.|| Pro | lle | Pro | Asn, | Ser| Leu | Pro
,_ ECI'-.-.'I-S |
ECI'-:-'I-'.-"

BCM-9

Figura 2. Fragmentos das variantes f§-caseina A2 bovina e do leite humano, destacando
prolina na posicao 67 de ambas variantes.

Fonte: Adaptado de Pal et al., 2015.

BCM-9 é o peptideo disponibilizado a partir da B-caseina A2, visto que a p-caseina Al
contém histidina na posi¢do 67, tornando este um ponto de clivagem para formacéo de BCM-
7 (WOODFORD, KUKULJAN, e HO, 2015). Esse peptideo exibe propriedades opioides, mas
com aproximadamente um quarto da afinidade do BCM-7 para receptores y-opioide
(BROOKE-TAYLOR, 2017).

2.6 Selecdo Genética e CSN2

A B-caseina é uma proteina que em mamiferos é codificada pelo gene CSN2. E da
classe das fosfoproteinas e geralmente ocorre no leite de mamiferos (ASCHAFFENBURG &
SEN, 1963).

Historicamente, a BA2 é a forma original da proteina, pois esta presente no rebanho
bovino desde sua domesticagdo ha milhares de anos. A BALl surgiu decorrente de uma
mutacdo genetica transversa, ha aproximadamente 5.000 — 10.000 anos, e espalhou-se com a
reproducéo dirigida dos animais para o aumento da producdo leiteira, e com a migragdo dos
rebanhos no processo de colonizagdo pelo homem (NONI, 2008). Esta é considerada uma
mutacéo ao acaso (WOODFORD et al., 2015).

A aptidado de um animal em produzir leite tipo Al ou tipo A2, pode ser determinada por
meio da analise do seu perfil genético. A caracterizacdo do perfil genético é realizada
utilizando material bioldgico (pelos, sangue, swab) do préprio animal, ao invés do leite
produzido (BARBOSA et al., 2019).
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A compreensdo da estrutura gendémica populacional é importante para os estudos de
predicdo gendmica, sele¢do e associagdo, podendo auxiliar nas decisdes dos acasalamentos
dentro dos programas de melhoramento genético (BARBOSA et al., 2019).

Com tais informac0es, o potencial genético de um animal podera ser determinado com
maior precisdo antes mesmo da expressdo do seu fenétipo (REGITANO & COUTINHO,
2001), auxiliando sobremaneira o melhoramento genético assistido dos rebanhos. Por isso,
realizar exames genéticos em animais logo que entram no rebanho permite direcionar seu
manejo (BARBOSA et al., 2019).
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3 METODOLOGIA

Este projeto € uma analise descritiva e exploratéria que realizou a identificagdo da

sequéncia de B-caseina bubalina.

Aprovacdo pelo CEUA

O projeto de pesquisa PROTEINAS ALERGENICAS DO LEITE: ESTUDO
EXPLORATORIO SOBRE A BETA-CASEINA Al E A2 EM BUFALOS LEITEIRQOS,
encaminhado para anélise em 29/10/2019, foi aprovado no(a) Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) com o seguinte parecer:

A Comisséo De Etica No Uso De Animais (CEUA) aprovou o projeto em seus aspectos
éticos e metodoldgicos, para a utilizacdo de 12 bdfalos (machos e fémeas, diversas idades),
provenientes do rebanho da Estacdo Experimental Agronémica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15
de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), que disciplinam a producdo, manutencao e/ou utilizacéo
de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou

pesquisa.

3.1 Local e Rebanho do Estudo

O trabalho foi realizado na Estagdo Experimental Agronémica da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (EEA — UFRGS), localizada no municipio de Eldorado do Sul — RS, a
uma distancia de 12 km da capital Porto Alegre (Figura 3). A fazenda experimental possui
uma area de 1.560 hectares e tem clima subtropical temperado. Ela esta situada na regido
climatica da Depressdo Central, entre as latitudes de 30° 04* 30” S e 30° 07° 30” S e as
longitudes de 51° 39° 18” W e 51° 42’ 18” W. Na EEA/UFRGS predomina vegetacdo de
campos (campos mistos), infestados por barba-de-bode (Aristida jubata). A vegetagéo alta €
arbustiva, representada, principalmente, por capdes isolados de mirtaceas (MELLO et al,
1996).
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Figura 3. Localizacdo da EEA UFRGS em relacdo a Porto Alegre.
Fonte: Google Maps (Acesso em: 20 nov. 2019)

O rebanho estudado é composto por 12 animais, sendo 8 bufalas, tendo uma
aproximadamente 20 anos de idade e as outras entre 2 a 5 anos, 1 bufalo reprodutor com 2,5
anos de idade e 2 bufalinos com ainda incompletos 1 ano de idade, sendo eles de mesti¢os nas
racas Meditarraneo e Murrah (Figura 4). Na EEA o sistema de producdo destes animais € a
pasto, sendo caracterizado por Bioma Pampa, campo nativo. A dieta de volumoso difere de
acordo com a estacdo do ano, tendo maior disponibilidade na primavera e verdo. No entanto,
qguando ndo atendido as exigéncias nutricionais no sistema extensivo, 0s animais s&o

suplementados com silagem de milho produzido na EEA no inverno e outono.
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Figura 4. Rebanho Bubalino da Estagdo Experimental Agronémica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul

Fonte: Gimnecki R., 2019

3.2 Coleta de amostras

Pensando em causar o menor efeito estressante aos animais, a coleta de sangue foi
realizada junto a0 manejo mensal de pesagem no més de setembro. Os animais foram
conduzidos a pé pelos dois funcionarios responsaveis pelo manejo dos bubalinos na EEA, sem
necessidade de vocalizagdo, somente com auxilio de bandeiras. O centro de manejo que foi
utilizado é préprio para bovinos e bubalinos, conferindo maior seguranca para 0s animais e
para os manipuladores durante o procedimento. Os animais foram conduzidos até o tronco de
contencdo, esta que foi realizada na cervical dos animais, garantindo que eles se movam o
menos possivel (Figura 5).
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Figura 5. Contencado dos animais para coleta de sangue na veia caudal.

Fonte: Producdo da propria autora, 2019

Para amostragem, foi necessario coletar um volume de no minimo 1ml e no maximo
2ml de sangue. Conforme apresenta figura 3, a coleta foi realizada na veia caudal e o sangue
foi depositado em tubos EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) (Figura 6). Estes foram
devidamente identificados (Tabela 5) com o nimero do animal e armazenados em caixa de

isopor refrigerada para transporte até o laboratério para extracdo de DNA.

Tabela 5. Identificacdo dos animais e locais da coleta de sangue

Idenglr‘]li(;ﬁg?o do Cﬁﬁ%ﬁ;:a Peso (kg) Idegéll‘:]%agao Local da coleta
6 fémea 428 1 caudal
1 fémea 564 2 mamaria
5 fémea 417 3 ndo coletado
2 fémea 462 4 mamaria
9 fémea 350 5 caudal
844 touro 600 6 caudal
7 fémea 391 7 caudal
11 terneiro 180 8 oricular
8 fémea 402 9 caudal
3 fémea 504 10 caudal
10 terneiro 157 11 oricular
4 fémea 514 12 caudal

Fonte: Producdo da propria autora, 2019
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Figura 6. Amostras de sangue do rebanho bubalino EEA coletado em tubos
EDTA.

Fonte: Producdo da propria autora, 2019

3.3 Extracdo de DNA

O isolamento do DNA foi realizado no Laboratério de Citogenética e Evolugdo do
Departamento de Genética da UFRGS, a partir do sangue coletado de cada animal
experimental, totalizando 11 amostras de sangue, conservados a 18°C em tubos com EDTA —
acido etilenodiamino tetra-acético, utilizando o kit de extracdo de PureLink® Genomic DNA
(Invitrogen, Life Technologies), seguindo instrucGes do fabricante.

A integridade do DNA extraido foi determinada por eletroforese em gel de agarose

1,0% em TBE 1x (TRIS 0,089 M, &cido bérico 0,089 M e EDTA 0,5 M), por 25 minutos a
100 V, com aplicacdo de 3 a 4pL.de DNA extraido com 1pL do corante ndo mutagénico safer
para eletroforese K9-16C KASVI®. As bandas de alto peso molecular foram reveladas e
fotografadas sob luz UV usadas para controle dos resultados positivos.

3.4 Primers

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na amplificacdo do gene CSN2
foram: 5’CTGGCTTTCAGTAAAGGGCTCAACTG3’ sendo o primer direto e o
5S’TGACCCCAATTTCTTAACCAAACCAA3’ o primer reverso. Este primer foi descrito por
Vercesi Filho et al. (2012), compreendendo uma regido parcial do intron 6 e éxon 7 do gene e
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amplificando uma regido de 389pb. A diluicdo foi feita para uma concentragdo final de
2pmol/pL.

4.5. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As sequéncias foram amplificadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR.
polymerase chain reaction), onde foi utilizado 1uL de DNA, na concentracdo de
aproximadamente 200 pmol/pL, adicionados a 19 pL do mix de reacdo composto pelos
seguintes reagentes: 2,0 uL de Tampdo; 1,5 puL MgC12; 0,2 pL de dNTP; 0,2 pL de cada
primer; 0,2 uL de Taq e 14,7 pyL agua.

O programa usado para termociclagem na amplificacdo dos fragmentos alvo foi seguida
de 35 ciclos com as seguintes etapas: etapa 1 (desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos),
etapa 2 com 3 fases (desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto), etapa 3 (extensdo final a 72°C por 7 minutos) e interrup¢do. O
produto da PCR foi verificado em gel de agarose 1% juntamente com o LADDER de 100 pb
da Ludwig® (Figura 7). A purificagdo foi feitas com as enzimas Exosap® atraves de
instrugOes do fabricante.

Figura 7. Produto da PCR em gel agarose 1% com o LADDER da Ludwing®, com
banda de 300 pb.

Fonte: Valenzuela B., 2019.
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3.6 Sequenciamento

As reacOes de PCR foram enviadas para a empresa Macrogen, localizada na Coréia do
Sul, para sequenciamento, com 0s mesmos primers utilizados na amplificacdo, no

sequenciador automatico 3730XL DNA Analyzer, da Applied Biosystems®.

3.7 Analises das sequéncias
No alinhamento das sequéncias utilizou-se os Software BioEdit 7.2 (HALL,. 1999) e o
MEGA v10 (TAMURA et al., 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tubos com as amostras de sangue coletadas foram enumerados de 1 a 12 (Tabela 5),
com excecdo da amostra do tubo 3, o qual ndo foi possivel realizar a coleta de sangue. O
sequenciamento realizado nessas amostras esta apresentado na Figura 8. No sequenciamento
alinhado, foram adicionados outras 9 sequéncias obtidas a partir do GenBank (Anexo I). Estas
representam 6 espécies diferentes com a mesma regido de interesse, exon 7 do gene CSN2. As
amostras foram comparadas com as sequéncias dos aminoacidos das 6 espécies.

A Figura 8 apresenta o resultado do alinhamento. Nenhuma amostra apresentou
mutagdo para histidina (H) na posi¢do 67, a variante f-caseina Al de bovinos. Ao invés disso,
foram observadas prolina (P) nesta mesma posi¢éo.

Dentre as 11 amostras, somente 9 e 12 apresentaram heterozigose para aspargina (N) na
posicdo 68, sendo assim alelo AB (Fig. 9). As demais amostras apresentaram mutacdo de

aspargina (N) para lisina (K), também na posi¢do 68 (Fig. 8).

r——r— Gl " 6l68  * rF s e s s s s e e ]
1.01 P I LPEN ' PPLEE@EPVVVPPFLEPE
2.02 Pl LPEN ' PPLE@EPVVVPPFLEPE
3.04 Pl LPEN'PPLEEEPVvVVPPFLEPE
4.05 P I LPEN'PPLE@EPVVVPPFLEPE
5. 06 B LPEN' PPLE@WEPVVVPPFLEPE
6.07 P I LPEN' PPLEE@EPVVVPPFLEPE
7.08 B LPEN'PPLEE@EPVVVPPFLEPE
8.09 Pl LPEAN ' PPLE@EPVVVPPFLEPE
9.10 P I LPEN' PPLEE@EPVVVPPFLEPE
10. 11 P I LPEN'PPLEEEPVvVVPPFLEPE
11.12 P I LPEN ' PPLEE@EPVVVPPFLEPE
12. Bubalus bubalis alelo A P I LPEN'PPLEEEPVVVPPFLEPE
13. Bubalus bubalis alelo B P I LPEN' PPLE@EPVVVPPFLEPE
14. Bos indicus alelo A1 P I LPEN'PPLEE@EPVVVPPFLEPE
15. Bos indicus alelo A2 P I LPEN ' PPLEE@EPVvVVPPFLEPE
16. Bos taurus alelo A1 P I LPEN ' PPLE@EPVVVPPFLEPE
17. Bos taurus alelo A2 P I LPEN'PPLEE@EPVVVPPFLEPE
18. Bos grunniens P LPEN' PPLE@EPVvVVPEFLEPE
19. Ovis aries P I LPEN' LPLEE@EPVvVVPPFLEPE
20. Giraffa camelopardalis P I LPEN' LPLE@EPVVVPPFLEPE

Figura 8. Sequéncia de aminoacidos a partir da posicdo 65 dos animais amostrais
comparadas com amostras do GenBank, para comparacao das mutac6es na posicao 67.

Fonte: Valenzuela B., 2019.
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Figura 9. Pico sobreposto de duas bases nitrogenadas (citosina e guanina) na posi¢ao 68,

demonstrando heterozigose na amostra 9.

Fonte: Valenzuela B., 2019.

Portanto, todos os animais apresentam para variante de B-caseina A bubalina, uma
variante semelhante a apresentada em bovinos como f3-caseina A2.

Visando compreender esta variante da (-caseina na espécie estudada em questdo, e
identificando esta como uma variante ancestral ¢ correto afirmar que esta variante da B-
caseina em bubalinos, seja denominada como B-caseina A, assim como identificado por
Ferranti et al. (1998).

Quando comparado a amostra de bufalo do GenBank Bubalus bubalis alelo B, apresenta
a mesma troca de base AA que 0s animais experimentais apresentaram, com a troca de base
de asparagina (N) para lisina (K). Esta troca de bases da -caseina € reconhecida em literatura

como uma variante intitulada -caseina B por Ferranti et al., (1998).
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Ferranti et al. (1998) relatou a variante B como uma variante comum as popula¢des
italiana e venezuelana bubalinas, enquanto a variante A era encontrada apenas na populacéo
venezuelana de bufalos, relatando ter encontrado apenas em um rebanho de 50 animais
localizados na Venezuela.

A comparagdo da sequéncia de AA das variantes de f-caseina do bufalo aquatico com
0s bovinos (Swaisgood, 1982), ovinos (Richardson e Mercier, 1979), caprinos (Roberts et al.,
1992), humanos (Greenberg et al., 1984) e os camelos (Kappeler et al., 1997) feitas por

Ferranti et al., (1998), sdo apresentadas na Figura 10.

Como as variantes de caseina p-caseina Al e B-caseina A2 bovina contém His®’ (BAL) e
Pro® (BA2), respectivamente, isso faz com que as variantes de buafalo sejam
filogeneticamente semelhantes as bovinas variantes f-caseina A2. Assim como os resultados

encontrados neste presente estudo.

51 60 70 g0 90 100
water buffalo B PFAQTQSLVYPFPGPIHKE . LPONIPPLTQTPVVVPPFLOPEINGVSKVKE
water buffalo 2 -———---mm o
bovine &, e 1 U Yommmmm oo
bovine A; 0000 e 1 Voo — oo
ovine = emmeee s T Po-we
caprine T ST )| Ep—— Lime e e e e e Pre— o
human ~§F-P-P-I-~-VE~--YGF -~~~ -1,~~A-PA--L-.VP-----E-P-A-D
camel T-P-P~-----8HTE--4¥PI----FL~-PL-PA-M~-.,-----KV-D-P-T--

Figura 10. Composicio da sequéncia de aminoacidos de bifalos para p-caseina
comparada com as proteinas de bovino, ovino, caprinos, humanos e camelo.

Fonte: Adaptado de Ferranti et al., 1998



39

Em estudo com criangas, Villares et al. (2006), avaliou a evolucdo do crescimento de
141 lactentes, com idade de 1 e 6 meses, e a APLV isolada ou associada a outras alergias
alimentares. Os lactentes receberam leite materno exclusivo até o0 momento do diagndéstico da
APLV (3,8 meses com idade média de 1,5 meses) e posteriormente o leite materno associada
a formula infantil (férmula de soja ou hidrolisado proteico). Quando comparado o grupo de
pacientes que sé apresentaram APLV com os que tinham alergia a outros alimentos observou-
se, uma diferenca significativa para 0 peso no momento do diagnostico, com um e aos dois
anos. Os resultados mostraram que criangas com APLYV isolada e que receberam férmulas de
substituicdo apresentaram, aos dois anos, um desenvolvimento pondero-estrutural similar a de
uma populacdo sadia (VILLARES et al., 2006). No entanto o trabalho ndo abordou o uso de
lacteos de outras espécies de mamiferos, como bufalos, cabras e ovelhas.

Assim como Medeiros et al. (2004) comparou o estado nutricional de 26 criancas, com
média de idade de 19,1 meses, que recebiam dieta isenta de leite de vaca e derivados, a 30
criangas com média de idade de 16,8 meses, sem nenhum tipo de restricdo alimentar. Os
autores observaram que, o consumo de energia, lipidio, proteina, carboidrato, célcio e fdsforo,
foi menor para o grupo de criangas com dieta restritiva quando comparada ao grupo controle.
Em adicéo, o grupo em dieta isenta de leite de vaca e derivados, apresentou maior nimero de
criangas com déficit, comparada ao grupo controle para todos os indices: escore
estatura/idade, peso/estatura (MEDEIROS et al., 2004). Este trabalho ndo relatou como
alternativa a inclusdo de alimentos lacteos de outras espécies.

Christie et al. (2002), comparou o consumo de 98 criancas com alergia alimentar (com
média de idade de 3,7 anos) ao de 99 criangas sem alergia (com média de idade de 4,1 anos) e
observou que mais de 25% das criangcas em ambos 0S grupos consumiram menos do que 67%
das Ingestbes Dietéticas Recomendadas (DRIs) para célcio, vitamina D e vitamina E. Porém,
58% das criangas com APLV consumiram menos célcio dietético do que as recomendacoes
especificas para a idade quando comparadas as criangas sem APLV (46%) e, ou alergia a um
unico tipo de alimento (25%) (CHRISTIE et al., 2002). Este estudo também ndo relata

alimentos lacteos de outras espécies como alternativa de consumo para criangas com APLV.
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5 CONCLUSAO

Todos 0s animais amostrais apresentaram em sua sequéncia de aminodcidos uma
variante semelhante a B-caseina A2 bovina, onde na posicdo 67 se encontrou uma prolina.
Sendo esta a B-caseina A em bubalinos.

O Rebanho Bubalino da EEA — UFRGS é produtor de leite do tipo p-caseina A e B.
Sendo assim, estes animais geneticamente identificados estdo aptos a produzir leite e
derivados livres de uma variante da B-caseina que pode causar reacdes alérgicas no trato
gastrointestinal de lactentes e criancas. Portanto, este rebanho, pode produzir leite e derivados
para este grupo pediatrico afligido por APLV.

Sao necessarios mais estudos para identificar o perfil de caseinas do leite de bufalas,
assim como é necessario caracterizar geneticamente o rebanho brasileiro para estas proteinas.
Além destes, pesquisas direcionadas ao uso de lacteos de outras espécies como alternativa na

alimentacdo de criancas afligidas por APLV.
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