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RESUMO GERAL

No Brasil, 0s bovinos mesticos, resultante dos cruzamentos entre animais das racas Bos
taurus (européias) com Bos indicus (zebuinos) sdo responsaveis por cerca de 70% da producéo
de leite, bem adaptados as condigdes brasileiras, com boa resposta reprodutiva e por isso, devem
ser utilizados em estudos de associacdo entre frequéncias génicas da p —caseina e caracteristicas
fisico-quimicas do leite. Levando em consideracdo a importancia do consumo do leite para
nutricdo humana e os possiveis beneficios que o leite contendo apenas a B-caseina A2 pode
trazer para a salde intestinal dos individuos e constituintes do leite, este trabalho teve como
objetivo a genotipagem de 51 vacas mesticas para os alelos Al ¢ A2 da [3-caseina, assim como
estimar a associacao entre o polimorfismo A1/A2 com caracteristicas fisico-quimicas do leite
(Solidos totais, Sélidos ndo gordurosos, gordura, proteina, lactose, caseina, pH e densidade).
Dos 51 animais genotipados, apenas 1% apresentou homozigose para o alelo Al, 27%
apresentaram heterozigose (A1A2) e 70% homozigose para o alelo A2 e a populagéo encontra-
se em equilibrio de Hardy Weinberg. A associac¢do dos constituintes do leite e gendtipos da -
caseina revelou diferencas estatisticas significativas (P<0,05) para o rendimento de gordura e
solidos totais. Em conclusdo, nossos resultados indicam que os genotipos da P-caseina

influenciam os parametros de composi¢ao do leite.

Palavras-chave: BCM-7; CSNZ2; Leite A2, Polimorfismo.
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ABSTRACT

In Brazil, crossbred cattle, resulting from crossings between animals of the Bos taurus
(European) and Bos indicus (zebu) breeds, are responsible for about 70% of milk production,
well adapted to Brazilian conditions, with a good reproductive response and therefore , should
be used in studies of association between gene frequencies of B -casein and physicochemical
characteristics of milk. Taking into account the importance of milk consumption for human
nutrition and the possible benefits that milk containing only A2 B-casein can bring to the
intestinal health of individuals and milk constituents, this work aimed to genotype 51 crossbred
cows for the Al and A2 alleles of B-casein, as well as to estimate the association between the
A1/A2 polymorphism and physicochemical characteristics of milk (Total solids, non-fat solids,
fat, protein, lactose, casein, pH and density). Of the 51 genotyped animals, only 1% were
homozygous for the Al allele, 27% were heterozygous (A1A2) and 70% were homozygous for
the A2 allele, and the population is in Hardy Weinberg equilibrium. The association of milk
constituents and [-casein genotypes revealed statistically significant differences (P<0.05) for
fat yield and total solids. In conclusion, our results indicate that B-casein genotypes influence

milk composition parameters.

Key words: BCM-7; CSN2; Milk A2, Polymorphism.
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1. INTRODUCAO GERAL

O leite é o primeiro alimento dos mamiferos, sendo considerado um alimento basico
essencial da dieta humana por ser uma importante fonte de proteinas de alto valor bioldgico,
vitaminas, sais minerais, carboidratos e lipideos e fornece macro e micronutrientes essenciais

para o crescimento, desenvolvimento e estabelecimento da satde em todas as fases da vida.

Varios problemas de saide humana tém sido relacionados ao consumo do leite bovino
devido a reacdo imunoldgica do organismo as proteinas do leite. E preciso encontrar solugdes
para minimizar a ocorréncia de tais reac0es, dada a importancia do leite como fonte vital de

nutricdo.

As reacOes adversas do leite de vaca foram designadas principalmente como intolerancia
a lactose, principal carboidrato encontrado no leite. No entanto, investigacbes recentes
elucidaram que um polimorfismo chave na proteina B-caseina pode contribuir para a relacdo

entre o leite de vaca e a salde humana (Guantério et al., 2020).

Nos ultimos anos, um novo tipo de leite de vaca foi introduzido no mercado, denominado
Leite A2 e vem ganhando presenca no mercado de varios paises, inclusive no Brasil. O leite A2
é obtido de vacas que contenham apenas a variante A2 da f-caseina e indicado para pessoas
que apresentam desconforto gastrointestinal decorrente do consumo de leite de vaca.

As proteinas do leite sdo classificadas em dois grandes grupos: as caseinas e proteinas do
soro. As caseinas representam aproximadamente 80% das proteinas lacteas totais e as proteinas
do soro representam 20%. Entre as caseinas do leite, a beta-caseina ocupa a segunda posicéo
em termos de abundancia, e apresenta quinze variantes, sendo as variantes A1 e A2 encontradas

mais facilmente nos rebanhos bovinos leiteiros.

Apbs o consumo de leite contendo a variante Al da (-caseina, hd acdo das enzimas
digestivas, liberando o peptideo opioide bioativo B-Casomorfina-7 (BCM-7) que é o principal
responsavel por desencadear o processo alérgico e inflamatorio e esta associado ao atraso no
tempo de transito intestinal. Por outro lado, a ingestdo do leite A2, que contém apenas a variante
A2 da B-caseina, é considerada segura, pois ndo ha formagao da BCM-7. Além disso, este tipo
de leite apresenta um aumento plasmatico de glutationa que apresenta atividade antioxidante e

consequentemente, beneficios a satide (DETH et al., 2015).
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Devido a tendéncia crescente no consumo de leite A2, aos seus possiveis beneficios para
a satide humana, e afim de evitar os efeitos negativos da B-caseina Al, muitos produtores em
todo o mundo comegaram a aumentar a frequéncia do alelo A2 da B-caseina em populagdes de

gado leiteiro como uma forma de agregar valor aos seus animais e se diferenciarem no mercado.

Os estudos mais recentes tém demonstrado a frequéncia e os efeitos dos alelos Al e A2
da B-caseina na composicdo e perfil proteico do leite nas mais variadas racas. Entretanto, a
maioria das pesquisas esta estritamente relacionada a animais Puro de Origem — PO,

especialmente as racas Gir leiteiro ou Holandesa.

Levando em consideracdo que 70% de todo o leite produzido no Brasil € oriundo de
animais mesticos e que a auséncia de uma fixacdo do padrdo racial pode levar a falta de
informacgdes genéticas, destaca-se a importancia do desenvolvimento de pesquisas com
evidéncias cientificas relacionadas ao potencial efeito das variantes Al e A2 da -caseina nos
constituintes do leite e caracterizagdo genética de tais rebanhos.

Diante ao exposto, no presente trabalho objetivou-se verificar as frequéncias génicas e
genotipicas das variantes Al e A2 da B-caseina em rebanhos de vacas mesticas bem como

determinar a influéncia destes alelos nos constituintes do leite.

Esta Dissertacdo estid dividida em trés partes. A Parte | consiste de uma Revisdo
Sistematica sobre o polimorfismo do gene CSN22 e principais tematicas de pesquisas mundiais;
A parte |1 refere-se ao Capitulo 2 - Frequéncias génicas e genotipicas das variantes Al e A2 da
[B-caseina em gado leiteiro mestico e seu efeito na composicdo do leite, redigidos segundo as
normas editoriais do Programa de Pds-Graduacgdo em Zootecnia Tropical do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Piaui; A Parte 111 refere-se ao Capitulo 3 — Frequéncia do
Polimorfismo Genético da Beta Caseina em Bovinos Mesticos Leiteiros, apresentado no
formato de artigo cientifico e publicado na Revista de Biologia e Ciéncias da Terra (Quallis

B1), redigido de acordo com normas editorias do periodico.
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-CAPITULO 1 -

POLIMORFISMO DO GENE CSN2 E PRINCIPAIS TEMATICAS DE PESQUISAS
MUNDIAIS: UMA REVISAO SISTEMATICA
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POLIMORFISMO DO GENE CSN2 E PRINCIPAIS TEMATICAS DE PESQUISAS
MUNDIAIS: UMA REVISAO SISTEMATICA

RESUMO - A variante Al da B-caseina pode estar envolvida com reac6es inflamatorias no
trato gastrointestinal humano devido ao produto resultante de sua hidrolise: a p-casomorfina-
7. As variantes Al e A2 da B-caseina sdo as formas mais comuns encontradas em bovinos
leiteiros. Durante a digestdo gastrointestinal da variante A1, um peptideo opioide chamado [3-
casomorfina-7 (BCM-7) é liberado com mais frequéncia, o que pode levar a resultados adversos
a saude. Por esse motivo, um leite oriundo de vacas contendo apenas os alelos A2 da B-caseina,
denominado “leite A2” surgiu no mercado. Neste contexto, uma revisdo sistematica sobre a
pesquisa de B-caseina A2 foi realizada por meio do banco de dados Web of Science (WoS).
Com base nisso, 0 presente trabalho tem como objetivo fornecer uma viséo geral do estado da
arte no campo do polimorfismo da B-caseina, as principais tendéncias tematicas abordadas nos
ultimos anos, o0 numero de publicacfes por ano, principais paises, areas de pesquisa e periddicos
envolvidos na producéo cientifica. Este estudo sisteméatico mostrou que é necessario um maior
esforgo para determinar as possiveis implicagdes deste novo produto para a satude humana e

para o0 mercado.

Palavras-chave: beta-casomorfina-7; caseinas; leite A2; revisdo sistematica.
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POLYMORPHISM OF THE CSN2 GENE AND MAIN THEMES OF RESEARCH
WORLDWIDE: A SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT- The Al variant of B-casein may be involved in the development of a new
intolerance: intolerance to f-casomorphin-7. The A1 and A2 variants of 3-casein are the most
common forms found in dairy cattle. During gastrointestinal digestion of the Al variant, an
opioid peptide called p-casomorphin-7 (BCM-7) is released more frequently, which can lead to
adverse health outcomes. For this reason, a new milk called “A2 milk™ has appeared on the
market. In this context, a systematic review on A2 f-casein research was carried out using the
Web of Science (WoS) database. Based on this, the present work aims to provide an overview
of the state of the art in the field of B-casein polymorphism, the main thematic trends addressed
in recent years, the number of publications per year, main countries, research areas and journals
involved in scientific production. This systematic study showed that more effort is needed to

determine the possible implications of this new product for human health and for the market.

Keywords: beta-casomorphin-7; caseins; A2 milk; systematic review
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2. INTRODUCAO

O leite € um recurso alimentar simples e completo obtido das secre¢des das glandulas
mamarias de mamiferos. As suas proteinas tém se destacado tanto no setor de laticinios quanto

na industria alimentar devido as suas caracteristicas nutricionais e funcionais superiores.

Segundo dados da FAO (Organizagdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura) o leite é o terceiro produto agropecuario mais produzido no mundo em termos de
tonelagem. Cerca de 816 milhdes de toneladas de leite séo produzidos anualmente no mundo e
44,44 litros de leite sdo consumidos por habitante/ano (GDP, 2017).

Em bovinos, as proteinas do leite se enquadram em dois grandes grupos: as caseinas e
proteinas do soro (PRIYADARSHINI et al., 2018). As caseinas representam aproximadamente
80% das proteinas lacteas totais, e, dentro delas, a B-caseina (controlada pelo gene CSN2)
representa 30%. O bovino leiteiro apresenta 15 variantes de p-caseina Al, A2, A3, A4, B, C,
D,E,F, G, H1, H2, I, J, K) (GAZI et al., 2022), sendo as variantes A1l e A2 mais comumente
encontradas em bovinos leiteiros (MONTENEGRO et al., 2022).

A variante A2 é considerada a mais antiga, da qual as demais se originaram por mutagao.
As variantes Al e A2 diferenciam-se apenas por um unico aminoacido na posic¢ao 67 da cadeia
peptidica; isso é, histidina (His67) na variante Al e prolina (Pro67) na variante A2
(SEBASTIANI et al., 2020).

As variantes da fB-caseina sdo de especial interesse porque afetam a concentracdo de
gordura e proteina do leite, suas propriedades tecnoldgicas, além de afetar a saide humana. Nos
Gltimos anos, com o aumento da producédo e consumo de produtos lacteos, problemas de satde
humana relacionados & metabolizacdo das proteinas e agucares presentes no leite bovino
aumentaram. Estudos vém sendo desenvolvidos para avaliar as possiveis implicacBes da
composicdo da fragdo proteica Al da B-CN para a manifestacdo da intolerdncia a f-
Casomorfina-7 (BCM-7), visto que, muitas pessoas que se consideram intolerantes a lactose ndo
possuem confirmagcdo clinica (LILY & MULUMEBET, 2021).

A digestdo gastrointestinal da f-caseina Al leva a liberacdo de BCM-7. A BCM-7 é um
peptideo bioativo que apresenta afinidade por receptores opioides, ligando-se a eles em tecidos
neuronais e nao neuronais e pode estar relacionado a efeitos adversos a saude, reduzindo a

motilidade intestinal e acdo da lactase (SOBCZAK et al., 2014). Em contraste, 0 consumo da
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B-caseina A2 ndo causa desconfortos intestinais, pois ndo ha liberacdo de BCM-7 ou ocorre em
niveis muito baixos (XU LI et al., 2022).

Nesse sentido, vem surgindo uma nova tendéncia no mercado: produtos lacteos rotulados
como “A2”, “leite A2” ou “proteina beta-caseina A2”. Esses novos produtos, que contém
apenas variante A2 da B-CN, podem ser de interesse para a populacéo sensivel a BCM-7 ou
alérgicas a proteina do leite. Além disso, a variante A2 parece apresentar influéncia no aumento

de producéo e porcentagem de proteinas do leite (VISKER et al., 2011).

Nesse contexto, foi desenvolvida esta revisdo sistematica usando o banco de dados Web
of Science. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi determinar quais as principais tendéncias
tematicas abordadas nos ultimos anos, o numero de publicacBes por ano, principais paises, areas
de pesquisa e periodicos envolvidos na producéo cientifica. As informacdes fornecidas por esta
metodologia nos permitiram compreender, a partir de um ponto de vista apoiado pela literatura,
as tendéncias cientificas neste campo, orientando futuras direcfes de pesquisa.

3. METODOLOGIA

Considerando a importancia de discutir sobre os efeitos genotipicos do alelo A2 da B—
caseina, o presente artigo propde abordar essa tematica por meio de uma revisao sistematica

seguindo a metodologia descrita por Sampaio & Marcini (2007).

Desse modo, para guiar este estudo, elaborou-se a seguinte questdo: “Quais os principais
temas abordados nos estudos dos ultimos anos relacionados ao polimorfismo da -caseina?”.
A base de dados para este estudo foi extraida da Web of Science (WoS). Utilizou-se a
plataforma WoS por ser uma plataforma renomada para citacdes académicas com cobertura nas
mais variadas areas, além permitir o download de dados com mais facilidade e oferecer
ferramentas robustas para analise de publicacdes cientificas. O Web of Science Core contém
mais de 21.100 artigos académicos de alta qualidade, revisados por pares e publicados em
periddicos mundiais. Com mais de um século de cobertura abrangente e mais de um bilhdo de
conexdes para referéncias citadas, pode- se conduzir pesquisas com confianga e explorar toda

a rede de citacdes que sustentam o estudo (PEIXE et al., 2021).

A busca foi realizada em junho de 2023 acessando a opc¢do de “pesquisa avancada” em
“todas as bases de dados” disponiveis no WoS, e ndo apenas no “WoS Core Collection”, usando

as seguintes palavras-chaves, com a inclusdo, de forma ordenada, das siglas TS = (BCM-7 OR
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BETA-CASEIN OR CSN2 AND CATTLE). A sigla “TS” indica que a pesquisa foi realizada
no titulo, no resumo e/ou palavras-chave dos documentos. O termo boleano“OR” foi utilizado
para que as palavras fossem pesquisadas separadamente e o boleano AND para que a palavra

CATTLE fosse pesquisada conjuntamente.

As buscas foram restritas desde o primeiro ano de publicacdo até 2023 e as publicacfes
obtidas a partir da consulta foram categorizadas de acordo com 0s seguintes aspectos: nimero
de publicacBes por ano, area de pesquisa, paises, periodicos e principais tematicas abordadas
utilizando a ferramenta Datawrapper pertencente a base de dados WoS que permite a
visualizagdo de informacdes por meio de graficos, mapas e tabelas.

A partir da busca na plataforma Web of Science foram encontradas 2.464 publicagdes
envolvendo o tema. Com o subsidio do software Excel (versao 4.0.5), executou-se uma analise
dos resultados da pesquisa. Para a organizagdo e apresentacdo dos resultados, optou-se por

utilizar as Figuras geradas pela plataforma WoS no formato Bibtex e adaptadas no Excel.

A discussdo foi feita de forma descritiva, possibilitando a aplicabilidade desta revisdo na
abordagem do polimorfismo do gene CSN2 nos rebanhos bovinos e sua influéncia na

composi¢ao fisico-quimica, saude humana e propriedades tecnologicas do leite.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Evolugdo da producao cientifica

Um total de 2.464 publicacdes envolvendo os termos “BCM-7 OR BETA-CASEIN OR
CSN2 AND CATTLE” nos titulos, resumos ou palavras-chave foram recuperados do banco de
dados WoS. O primeiro estudo publicado em 1945 de Mellander descreveu pela primeira vez o
fracionamento eletroforético e enzimatico da caseina no leite humano. O autor descreve trés
fracdes protéicas da caseina: alfa, beta e gama e destaca a semelhanca do padréo eletroforético
da caseina do leite humano e do leite bovino. Conforme apresentado na Figura 1 é notavel que
o numero de publicacGes foi muito baixo até a decada de 80. Desde entédo, ocorreu um aumento
geral no numero de publicac6es, mas com diversas oscila¢cdes ao longo dos anos. Na década de
90 houve um aumento repentino no nimero de documentos relacionados a B-caseina. A
tendéncia foi de aumento progressivo, mas com alguns decréscimos entre os anos 2000 até

2009. Durante os anos de 2020 a 2022, foi atingido os nimeros maximos de publicacdes sobre
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este tema. Os documentos do ano de 2023 ndo foram incluidos na Figura 1, pois 0 ano ndo

estava encerrado no momento da redacao.
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Figura 1. Evolugdo da producéo cientifica relacionada ao tema do polimorfismo da B-caseina de 1945 a 2022,
conforme classificado pelo banco de dados WoS.

4.2  Distribuicdo da producdo cientifica em categorias de assunto

Com base na classificacdo WoS, a distribuicdo de publicagdes por campo de pesquisa
cobriu um total de 101 areas tematicas. No entanto, apenas 23 areas incluiram mais de 100
publicacdes, com destaque para Food Science Technology (1994 documentos), Agriculture
(1986 documentos), Biochemistry Molecular Biology (1983 documentos), Genetics Heredity
(1059 documentos) e Nutrition Dietetics (843 documentos) que representaram 80,9%, 80,6%,

80,4%, 42,9% e 34,2% das publicacgdes, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Distribuigdo (nimero de publicac¢des) de pesquisas mundiais sobre polimorfismo da B-caseina por area
tematica, conforme classificado pelo banco de dados WoS.

Chama atencdo que, de um total de 2.464 documentos, quando se restringe a pesquisa
incluindo apenas as primeiras trés areas (Food Science Technology, Agriculture e Biochemistry
Molecular Biology), o nimero de documentos publicados é de 2.454, o que significa que muitos
documentos foram incluidos em ambos os campos de pesquisa pela base de dados WoS. E
possivel que o alto nimero de publicacBes seja muito alto devido muitos documentos sobre

outros temas foram publicados nessas areas de pesquisa.

Dentro das trés principais areas de pesquisa, diferentes aspectos do campo de pesquisa do
polimorfismo do gene CSN2 foram considerados. Alguns deles fizeram referéncia a estrutura
antigénica da B-caseina, e outros mencionaram a capacidade da proteina -caseina de servir
como um vetor de clonagem ou a capacidade do promotor do gene da B-caseina de permitir a
expressdo génica heterdloga na engenharia genética. Em contraste, também houve outros
estudos que focaram na determinagdo das frequéncias génicas e genotipicas da B-caseina em
diferentes ragas bovinas; a influéncia do polimorfismo do gene da $-CN nos constituintes do

leite e nas implicagcGes nutricionais e de saude em populacdes humanas ou animais.
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4.3 Distribuigdo das publicagdes por pais

Estudos relacionados ao polimorfismo da p-caseina foram desenvolvidos em 104 paises
diferentes, demonstrando o interesse e avango neste novo e especifico campo de pesquisa. Entre
0s 25 paises mais produtivos nesta pesquisa estdo: Estados Unidos da América (USD) (360
documentos), China (271 documentos), Franga (258 documentos), Italia (181 documentos),
Alemanha (121 documentos), Japdo (115 documentos), Holanda (102 documentos), Nova
Zelandia (91 documentos), Canada (90 documentos), Australia (89 documentos), Inglaterra (88
documentos), Reino Unido (88 documentos), india (77 documentos), Irlanda (76 documentos),
Espanha (73 documentos), Dinamarca (67 documentos), Suécia (64 documentos), Pol6nia (60
documentos), Escécia (53 documentos), Coréia do Sul (50 documentos), Brasil (41
documentos), Finlandia (34 documentos), Suica (33 documentos), Ird (30 documentos) e Peru

(27 documentos), durante os anos de 1973 a junho de 2023 (Figura 3).

Publicacdes T
27 360

Da plataforma Bing
© Australian Bureau of Statistics, GeoNames, Geospatial Data Edit, Microsoft, Navinfo, OpenStreetMap, TomTom, Wikipedia, Zenrin

Figura 3. Contribuigdo por pais para documentos de pesquisa no campo de pesquisa do polimorfismo da -caseina
no periodo 1973-2023.

Das primeiras pesquisas publicadas (9 documentos) no ano de 1973, 4 foram publicadas
nos EUA e ja abordavam sobre a composi¢ao dos aminodcidos, estrutura da micela de caseina,

polimorfismo das caseinas em leite de ovelhas, bufalas e métodos para detec¢do das caseinas.

Os EUA foram o pais com o maior numero de documentos, representando 14,6% do total
de publicacdes, superando a Nova Zelandia e Australia que foram pioneiras na producao de
leite A2. Isso pode ser devido a varios motivos, possivelmente devido ao seu tamanho,
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populacdo e nimero de periodicos. A raca bovina Holstein é a mais utilizada nos EUA para
producéo de leite e seu leite contém aproximadamente 66% da variante A1 da B-caseina e em
decorréncia disso, a populacdo consome leite contendo altos niveis de CSN2-Al e isso pode ter
aumentado o interesse em determinar as possiveis implicagdes desta fracdo proteica para a

salde da populacéo.

O Brasil ocupa a 212 posi¢do com 41 documentos publicados, representando 1,6% do total
de publicacGes. O primeiro registro de pesquisas no pais na base de dados WoS envolvendo a
tematica abordada, teve inicio com Lama & Silva (1997) que determinaram o polimorfismo
proteico (a-lactoabulmina, B-lactoglobulina e o S1, B e k caseinas) em quatro racas bovinas
(Gir, Guzera, Nelore e Sindi) através da técnica de eletroforese. Os resultados preliminares ja
demonstravam que ha predominancia do alelo A no locus da B-caseina, com frequéncias

maiores para o alelo A2 em ragas Bos indicus do que em Bos taurus.
4.4 Principais periddicos por nimero de publicacéo

Em relagcdo ao nimero de publicacGes por periddicos, foram encontrados cerca de 805
resultados, entretanto, a grande maioria apresentou menos de 10 documentos. Uma lista dos 10

principais periddicos é apresentada na Tabela 1.

Tabela 4. Dez periddicos mais produtivos na area da pesquisa.

Periddico N° de PublicacGes Fator de impacto JCR Pais
Journal of Dairy Science 349 4.2 EUA
Journal of Dairy 264 2.1 Inglaterra
Research
Milchwissenschaft Milk 79 0.266 Alemanha
Science International
Journal of Agricultural 76 6.3 Eua
And Food Chemistry
International Dairy 65 3.2 Inglaterra
Journal
Food Chemistry 56 8.6 Inglaterra
Scientific  Technology 41 1.245 Franca
Of Lactics (LAIT)

Biochimica Biophysica 37 2.59 Holanda
Acta

Food Hydrocolloids 26 10.9 EUA
Animal Genetics 23 2.8 Inglaterra

De acordo com os dados fornecidos pelo WoS, o Journal of Dairy Science foi o periddico
mais produtivo neste campo de pesquisa (349). Isso ocorre porque a sua principal linha de
pesquisa € relacionada a producgéo e processamento de leite ou produtos lacteos destinados ao
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consumo humano. Esta revista foi seguida pelo Journal Of Dairy Research (264) e
Milchwissenschaft Milk Science International (79), deixando claro que a maioria dos
periddicos se referiam a pesquisas cientificas associadas a genética e bem-estar dos animais
lactantes e dos alimentos que eles produzem, além de aspectos de satde do consumidor de
produtos lacteos.

Em relacdo aos impactos das dez principais revistas cientificas, outras conclusdes podem
ser tiradas. Com base no fator de impacto de 5 anos gerado pelo Journal Citation Reports (JCR)
que reflete a qualidade profissional de um periddico nos Gltimos 5 anos, Food Hydrocolloids
com 10.9, Food Chemistry com 8.6 e Journal Of Agricultural And Food Chemistry com 6.3

foram as revistas com maior impacto.
4.5 Artigos mais citados na busca

A busca foi realizada acessando a opcao “sort by: citations: upper first” para selecionar
0s estudos mais importantes e com maior impacto neste campo de pesquisa. Os dez artigos mais

citados estdo apresentados na Tabela 2.

O estudo mais citado (903 citagdes) intitulado “Nomenclature of the proteins of cows'
milk - Sixth revision” publicado em 2004 e o segundo artigo mais importante (602 citacdes)
publicado em 1984 intitulado “Nomenclature of proteins of cows milk - 5th revision” sao
artigos de revisdo, ambos publicados no periddico Journal of Dairy Science e revisam as
nomenclaturas, classificacao e variantes das proteinas do leite bovino. “Proteinases in normal
bovine-milk and their action on caseins” foi o terceiro artigo mais citado (602 cita¢des)
publicado em 1983 no periddico Journal of Dairy Research. Em resumo, a nomenclatura
alfabética das proteinas ocorreu de acordo com a ordem de suas descobertas. No entanto,
reclassificacGes foram feitas ao longo dos anos que acompanharam o0 novo achado e maior
complexidade encontrados. Por exemplo, o precursor A B-caseina foi rearranjado em Al, A2 e

A3 B-caseina apds serem identificadas por eletroforese em gel por Kiddy et al. (1966).


https://www-webofscience.ez17.periodicos.capes.gov.br/wos/alldb/full-record/WOS:000221797500010
https://www-webofscience.ez17.periodicos.capes.gov.br/wos/alldb/full-record/WOS:000221797500010
https://www-webofscience.ez17.periodicos.capes.gov.br/wos/alldb/full-record/WOS:A1984TF48200001
https://www-webofscience.ez17.periodicos.capes.gov.br/wos/alldb/full-record/WOS:A1983QC14600006
https://www-webofscience.ez17.periodicos.capes.gov.br/wos/alldb/full-record/WOS:A1983QC14600006

Tabela 5. Dez artigos mais citados na busca

Posigao Titulo NuUmero de Ano Periddico Tipo de Assunto abordado
Citacdes Estudo
1 “Nomenclature of Journal of Dairy Artigo de Revisa as
the proteins of 902 2004 Science Revisédo mudancas na
cows' milk - Sixth nomenclatura das
revision” proteinas do leite
2 “Nomenclature of 758 1984 Journal of Dairy Artigo de Revisa as
proteins of cows Science Reviséo mudancas na
milk - 5th nomenclatura das
revision” proteinas do leite
3 “Proteinases in 602 1983 Journal of Dairy Artigo Avalia a agéo das
normal bovine- Science proteases nas
milk and their caseinas
action on caseins™
4 Bioactive milk 601 2000 Journal of Dairy Artigo de Revisa sobre a
peptides: A Science Revisdo acédo fisiologica
prospectus dos peptideos
bioativos do leite
nas fungdes
fisioldgicas
5 Proteolysis during 506 1989 Journal of Dairy Artigo de Revisa sobre as
cheese Science revisdo técnicas analiticas
manufacture and de avaliacéo da
ripening protedlise do
queijo
6 Relationships of 452 1985 Journal of Food Artigo Determina a
hydrophobicity Science hidrofobicidade de
and net charge to proteinas do leite
the solubility of
milk and soy
proteins
7 On the stability of 439 1990 Journal of Dairy Artigo de Revisar sobre
casein micelles Science revisdo estrutura e
estabilidade das
micelas de caseina
8 Establishment of 405 1991 Experimental Cell Artigo Descrigdo de uma
bovine mammary Research linha celular
epithelial-cells clonal a partir de
(mac-t) - an células mamarias
invitro model for alveolares
bovine lactation
9 Prediction of 374 1990 Biotecnhnology and Artigo de Uma correlacédo
diffusion- bioengineering revisdo para prever os
coefficients of coeficientes de
proteins difuséo de
proteinas em
condigdes padrdo
10 Interactions 373 2002 Journal of Artigo Determinar o
between Agricultural and efeito da interagdo

flavonoids and
proteins: effect on

food chemistry

entre flavondides e
proteinas na

the total capacidade
antioxidant antioxidante total
capacity

Os artigos foram publicados entre os anos de 1983-2004 e abordaram temas que nao
eram nosso principal objetivo. Dessa forma, especificou-se a busca para os artigos mais
relevantes dos ultimos cinco anos, acessando a opcao “sort by: relevance”, resultando em 380
documentos, sendo excluidos os artigos duplicados, de revisdo e outros que nao se encaixavam
na tematica proposta, restando 61 documentos. Entre os resultados obtidos, as principais
tematicas abordadas foram sobre: a frequéncia das variantes da 3-caseina e sua associa¢do com

caracteristicas do leite (33 artigos); O efeito das variantes na satde humana (8 documentos); O
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desenvolvimento de novos métodos para deteccdo das variantes (12 artigos), efeito do
polimorfismo da B-CN nas propriedades tecnologicas de produtos lacteos (6), efeito das
variantes nos bezerros (2 documentos). Os artigos foram selecionados manualmente e suas
analises encontram-se no topico a seguir, com a descricdo das teméticas abordadas,
metodologias utilizadas e resultados encontrados.

4.6 Principais tendencias tematicas abordadas nos ultimos cinco anos

4.6.1 Frequéncia das variantes genéticas do gene CSN2 e sua influéncia nas caracteristicas

composicionais do leite

O leite A2 esta ganhando destaque na literatura atual, sendo necessario entender as
diferencas que surgem entre as racas e as possiveis evidéncias sobre o efeito dos
diferentes gendtipos da B-caseina nos constituintes fisico-quimico do leite. Os estudos que
abordam a analise dos polimorfismos das proteinas do leite de vaca e sua influéncia nas
caracteristicas de producdo sdo os seguintes: Zhou et al., 2019; Sebastiani et al., 2020; Franzoi
et al., 2019; Cieslinska et al., 2019; Ristanic et al., 2020; Yasmin et al., 2020; Kumar et al.,
2020; Kumar et al., 2021; Citek et al., 2021; Ivankovic et al., 2021; Sanchez et al., 2020;
Albarella et al., 2020; Chessa et al., 2020; De Vitte et al., 2022; Kolenda et al., 2021; Xiaxia et
al., 2020; Antonopoulos et al., 2021; Cendron et al., 2021; Yamada et al., 2021; Nuomin et al.,
2022; Asmarasari et al., 2020; Pandey et al., 2020; Pandey et al., 2019; Pabitra et al., 2022;
Villalobos-Cortes et al., 2023; Kaminski et al., 2023; Miluchova et al., 2023; Muntaz et al.,
2022; Sahin et al., 2022; Prabakusuma et al., 2022; Khalid et al., 2021; Snegin et al., 2021,
Salmasi et al., 2020.

A ocorréncia e frequéncia das variantes proteicas genéticas da f-caseina pode variar
dependendo da raca. Por exemplo, Cieslinska et al. (2019) ao determinarem as frequéncias das
variantes Al e A2 da B-caseina em 201 animais da raca Polish Red em um rebanho localizado
na Poldnia, encontraram frequéncia de 0,48 e 0,52 para os alelos A2 e A1, respectivamente. As
frequéncias genotipicas foram de 19,95, 55,4 e 24,6 para os genotipos A2A2, A1A2 e A1A1,
respectivamente. A frequéncia de B-caseina A2 obtida nesta populacdo foi menor do que a

frequéncia observada em outros estudos.

Da mesma maneira, Pandey et al. (2019) avaliaram o polimorfismo do gene da p-caseina
e sua associacao com caracteristicas de producao de leite em bovinos mesticos Sahiwal (50) e
Holstein-Friesian (50), a frequéncia do genotipo A2A2 (0,70) nos animais Sahiwal foi maior

em relacdo ao A1A2 (0,30). Nos animais Holstein-Friesian, as frequéncias genotipicas ALA2 e


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genotype
https://sciprofiles.com/profile/437275
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A2A2 encontradas foram de 0,64 e 0,36, respectivamente. O gendtipo ALA1l ndo estava
presente nestes rebanhos. O gendtipo ALA2 apresentou efeito significativo (P<0,01) para
producdo de leite em animais Sahiwal. O gendtipo A2A2 dos animais Holstein Friesian
apresentou efeito significativo em relacdo a0 mesmo genétipo em animais Sahiwal para

caracteristica de producdo diéria de leite.

Kumar et al. (2020) encontraram frequéncias de 0,11, 0,47 e 0,42 para 0S genotipos
AlAl, A1A2 e A2A2, respectivamente em vacas Vrindavani. Nas vacas Sahiwal, apenas dois
tipos de gendtipos foram observados, ALA2 e A2A2. As frequéncias para os genotipos A1A2
e A2A2 foram 0,13 e 0,87, respectivamente. Ao avaliar a associacao genética das variantes da
B-caseina e caracteristicas de producdo e reproducdo em vacas mesticas Frieswal (HF X
Sahiwal), encontraram efeito significativo (P < 0,05) para o genotipo A1A2 em varias
caracteristicas de producdo, incluindo producdo total de leite, producédo de leite aos 300 dias,
duragdo da lactacao (P <0,01) e rendimento méaximo (P < 0,01), no entanto, os genotipos A2A2
e A1A2 nao foram significativamente diferentes entre si. As vacas do gendtipo ALA1L tiveram
producdo total de leite, producdo de leite aos 300 dias, rendimento maximo e periodo seco

significativamente menores em comparagdo com 0s genoétipos A1A2 e A2A2.

Kumar et al. (2021) também investigaram a frequéncia das variantes da B-caseina em
gado Tharpakar e Frieswal (HF X Sahiwal). Entre os bovinos Tharparkar genotipados, 0,91%
apresentavam genoétipo A2A2 e 0,09% gendtipo A1A2, enquanto nenhum dos animais
apresentaram genotipo AL1AL. J& nos bovinos Frieswal todos os 3 tipos de genoétipos foram
observados, sendo 17,5% A1A1, 51,5% A1A2 e 31% A2A2.

Em 2020, o estudo de Sebastiani et al. determinaram a frequéncia das variantes de 3-
caseina em 1.629 vacas Holstein-Friesian criados na Italia Central e identificaram seis variantes
da B-caseina (Al, A2, A3, B, C e l). O alelo A2 foi 0 mais encontrado, com frequéncia de
60,65%, seguido do alelo A1 com frequéncia de 30,39%, alelo B com 5,68%, alelo | com
3,10%, alelo A3 com 0,15% e o alelo C com frequéncia de 0,03%.

Pandey et al. (2020) ao avaliarem o polimorfismo do gene beta (B) da caseina e sua
associacdo com caracteristicas de producdo de Leite nas Racas bovinas Malvi e Nimari,
constataram que 100% de ambas as racas apresentaram genotipo A2A2. A producéo diéria de
leite do genétipo A2A2 do Nimari foi significativamente maior que o gendtipo A2A2 de Malvi.
A duracdo da lactagdo foi significativamente maior no gendtipo A2A2 de Malvi do que a raga

bovina Nimari.
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Ristanic et al. (2020) encontraram frequéncias de 12,26%, 54,72% e 33,02% para 0s
gendtipos A1Al, A1A2 e A2A2 em 106 vacas Holstein-Friesian. A producao de leite,
concentracfes de proteina e gordura do leite foram estatisticamente maiores (P<0,01) nos
animais A2A2 em comparagdo com 0s outros genotipos. Em 2022, Ayaz et al. encontraram
frequéncias de 33%, 50% e 17% para 0s genotipos A1A2, A1ALl e A2A2, respectivamente.

Schettini et al. (2020) destacaram o potencial genético da raca Sindi para a producao de
leite A2, ap6s encontrar frequéncias genotipicas de 0,90 (A2A2), 0,09 (A1A2) e 0,01 (A1Al)
nos animais estudados. A raca também foi objeto de estudo de Silva et al. (2021), no entanto,
0s gendtipos ndo apresentaram efeito significativo (p > 0,05) na adaptabilidade das vacas no

semiarido brasileiro.

Da mesma forma, Sanchez et al. (2020) ao estimarem as frequéncias de variantes e
haplétipos da proteina do leite em mais de 1 milhdo de animais de 12 ragas bovinas,
encontraram 6 variantes paraa 3-CN (A 1,A2,A3,B,Cel)com avariante A2 sendo a mais
abundante em todas as racas, exceto Tarentaise. Da mesma forma, Teixeira et al. (2021)
encontraram frequéncias de 0,80 e 0,20 para os genotipos A2A2 e A1A2 em bovinos da raca

Guzera, respectivamente.

Em 2021, Kumar et al. encontraram os trés tipos de gendétipos (ALAL, A2A2 e A1A2) na
populacdo mestica Vrindavani com frequéncias genotipicas de 12,3%, 39,6% e 48,1%,
respectivamente. A analise estatistica revelou que o genotipo A2A2 apresentou duracdo da
lactacdo significativamente maior em comparacdo com 0s genotipos A1A2 e AlAl e
0 gendtipo A1A1 apresentou a maior producdo de leite por dia da duracdo da lactacdo e maior

% de gordura no leite.

Pandey et al. (2021) também avaliaram a associagdo do polimorfismo da -caseina com
caracteristicas do leite nas racas Malvi, Nimari, Sahiwal e Holstein Friesian. O resultado do
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) revelou que as frequéncias genotipicas do
CSN2 para A2A2 foi de 100% para as racas Malvi e Nimari, mas 0%, 30% e 70% em Sahiwal
e 0%, 64% e 36% em gado mestico Holstein Friesian, respectivamente. Entre os animais
genotipicamente A2A2, a porcentagem de lactose foi significativamente maior em Nimari em
comparacdo com Malvi e Sahiwal. Entre todas as quatro ragas bovinas, o teor de sélidos ndo
gordurosos foi significativamente menor (%) na raca de gado Malvi para o gen6tipo A2A2 em

comparagdo com as outras racas.


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/cattle-breed
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O alelo A2 é o mais frequente em muitas ragas, conforme investigado no amplo trabalho
desenvolvido por Ivankovié¢ et al. (2021). Foi observada diferenca significativa (P<0,05) na
primeira lactacdo para producéo de leite e gendtipo A2A2. A concentracdo no teor de gordura
do leite foi significativa (P<0,05) na primeira lactacdo no leite de vacas de gendtipo ALAL em
comparagdo com 0 A1A2.

De acordo com De Vitte et al. (2022) o teor de aminoacidos, acidos graxos e a cor do leite
podem ser influenciados pelos genotipos do gene CSN2 da 3-CN. O estudo associou o genétipo
A2A2 ao teor de &cidos graxos nas gorduras do leite. Eles relataram que o melhoramento
seletivo dos gendtipos com qualidades preferidas pode melhorar o leite e derivados.

Em estudo recente desenvolvido por Miluchova et al. (2023) demonstraram que
o polimorfismo do gene CSN2 apresenta efeito significativo sobre o teor de proteina no leite de
vacas Holstein. Foram observadas influéncias positivas do alelo A2 no rendimento proteico,
além de aumento no percentual de gordura para o gen6tipo A1AL.

4.6.2 Meétodos para deteccdo das variantes genéticas do gene CSN2

Testes de genotipagem animal para selecionar animais contendo apenas o alelo A2 e a
deteccdo da presenca do alelo A1 em produtos lacteos sdo altamente necessarios devido a
demanda global por producéo de leite de vacas que contenham apenas o genétipo A2A2. Neste
contexto, as metodologias desenvolvidas para a genotipagem do gene CSN2 esté&o descritas na
Tabela 3.

Tabela 6. Artigos que abordam sobre a frequéncia das variantes do gene CSN2 e sua
influéncia na composicao do leite.

Métodos

Método de espectrometria de massa de
cromatografia liquida de alta resolucdo de ultra

Titulo (autores, ano)

Protein fingerprinting and quantification of B-casein
variants by ultra-performance liquid

chromatography-high-resolution mass spectrometry
(Fuerer et al.)

desempenho (UPLC-HRMS) para caracterizagao das
principais proteinas do leite e proteoformas, com
énfase na f-caseina em férmulas infantis.

New high-sensitive rhAmp method for Al allele
detection in A2 milk samples (Giglioti et al. 2020).

Dois métodos — alta resolugdo fusdo (HRM) e
genotipagem rhAmp® SNP - foram desenvolvidos
para identificar o gene B-caseina (CSN2) Al e A2
alelos diretamente no leite.

Novel LNA probe-based assay for the Al and A2
identification of B-casein gene in milk samples
(Giglioti et al. 2021)

Desenvolvimento de um novo método de PCR em
tempo real usando uma sonda de éacido nucleico
bloqueada (LNA) para a deteccdo das variacdes
alélicas A1 e A2 em amostras individuais de bovinos
e avaliacdo da sensibilidade para deteccdo de Al em
A2 amostras de leite.

“A2 milk” authentication using isoelectric focusing
and different PCR techniques (Mayer et al. 2021).

Identificagdo das variantes genéticas de B-caseina
pelas técnicas AS-PCR (alelo-especifico), ACRS-
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PCR (sitio de restricdo criado por amplificacdo),
PCR-RFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmento de restrigdo) e focagem isoelétrica (IEF)
de proteinas do leite.

Separation and characterization of bovine milk
proteins by  capillary  electrophoresis-mass
spectrometry (Ghafoori et al., 2022).

Utilizaco da técnica de eletroforese capilar acoplada
a esctrometria de massas (CE-MS) com ionizagdo
por electrospray para identificacdo e separagdo das
principais proteinas do leite bovino.

Lactic acid-mediated isolation of alpha-, beta- and
kappa-casein fractions by isoelectric precipitation
coupled with cold extraction from defatted cow milk
(Thekkilaveedu et al., 2020).

Isolamento das frac@es de caseina a partir do método
precipitacdo isoelétrica mediada por &cido latico em
leite desnatado.

Characterization of the genetic polymorphism linked
to the B-casein A1/A2 alleles using different
molecular and biochemical methods (Vigolo et al.,
2022).

Investigagdo do polimorfismo do gene CSN2
utilizando as técnicas de Polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP-
PCR), sistema de mutacdo refratario a amplificacéo
(ARMS-PCR) e cromatografia de fase reversa (RP-
HPLC).

Quantitative LC-MS/MS analysis of high-value milk
proteins in Danish Holstein cows (Le et al., 2020).

Utilizacdo do método de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)
para detectar a-lactalbumina (a-LA) e - caseina (B-
CN) em 662 amostras de leite bovino.

Development of a Microsphere-Based Immunoassay
Authenticating A2 Milk and Species Purity in the
Milk Production Chain (Elferink et al., 2022)

Desenvolvimento de Imunoensaio Baseado em
Microesferas para identificagdo das variantes f-Al e
B-A2. O método foi capaz de detectar a adi¢do de
leite bovino comum em até 1% nas amostras de leite.

Analisis genético de cinco polimorfismos de
nucleétido simple de caseinas lacteas obtenidos con
chips gendmicos en ganado Holstein de Antioquia,
Colombia (Padilla-Doval et al., 2021).

Genotipagem de 113 bovinos da raca holandesa com
chips genbmicos de alta densidade (lllumina
BovineHD e Illumina SNP50 v2), dos quais foram
identificados cinco polimorfismos de nucleotideos
Unico das caseinas ((ARS-BFGL-NGS-8140, BTA-
77380-no-rs, BTA-32346-no-rs, BTB-00821654 €
ARS-BFGL-NGS-15809).

Comparative analysis of Al and A2 allele detection
efficiency for bovine CSN2 gene by AS-PCR
methods (Kulibaba et al., 2023).

Andlise comparativa da eficiéncia de genotipagem
do gene CSN2 da B-caseina em bovinos utilizando os
métodos de Reacdo em cadeia da polimerase
especifica de alelo (AS-PCR).

DNA extraction procedures and validation
parameters of a real-time PCR method to control
milk containing only A2 p-casein (Jimenez-
Montenegro et al., 2022).

Desenvolvimento de um ensaio de PCR duplex em
tempo real (QPCR) baseado em sonda de acido
nucleico bloqueado (LNA) para deteccdo do alelo Al
em amostras de leite A2. Os limites relativos de
deteccdo foram de 2% (15 cdpias) e 5% (152 cdpias)
para o alelo A1 em amostras A2 com 95% de
confianga com referéncia sintética e amostras de
DNA genotipadas, respectivamente.

30

A importancia da deteccéo e quantificagdo de B-caseina A2 esta relacionada a crescente

conscientizacao sobre saude, ingestdo de alimentos e dietas entre consumidores. Que por sua

vez, estdo cada vez mais exigentes, o que faz com que a industria se adapte ao mercado global

de leite e produtos A2.

Com base nesse aspecto, é importante conhecer o efeito do consumo de leite contendo as

variantes A1/A2 na salude humana, bem como seu impacto tecnoldgico na fabricacdo de

derivados.
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4.6.3 Efeito das variantes A1 ¢ A2 da B-caseina na saude humana

Os artigos de pesquisa selecionados que relataram evidéncias sobre os efeitos do leite
contendo Al e A2 B-CN e o envolvimento do BCM-7 na saude humana publicados nos ultimos

cinco anos estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 7. Artigos publicados que abordam sobre o efeito das variantes A1 e A2 da B-caseina na
satde humana.

Titulo (autores, ano)

Resultados

Comparison of the impact of bovine milk B-casein
variants on digestive comfort in females self-reporting

Em estudo clinico randomizado de 59 mulheres de 20-
30 anos, o consumo de leite contendo a B-caseina A2

dairy intolerance: a randomized controlled trial (Milan | reduziu alguns sintomas gastrointestinais em
et al., 2020). individuos intolerantes a lactose.
A Comprehensive Evaluation of the Impact of Bovine | Ao analisar o impacto do consumo do leite

Milk Containing Different Beta-Casein Profiles on
Gut Health of Ageing Mice (Guantario et al., 2020).

convencional e leite com B-caseina Al e A2 em vinte
e quatro camundongos envelhecidos, concluiram que
o leite A2 apresenta papel positivo na imunologia
intestinal.

Oral Feeding of Cow Milk Containing Al Variant of
B Casein Induces Pulmonary Inflammation in Male
Balb/c Mice (Yadav et al., 2020).

Ao avaliar as variantes Al e A2 da B-caseina como
fatores causadores de doencas alérgicas das vias
aéreas em camundongos, concluiram que a B-caseina
Al do leite de vaca tem um efeito pro-inflamatdrio no
pulmédo, resultando em fenétipo semelhante ao
fendtipo tipico da asma alérgica. enquanto o grupo
alimentado com leite A1A2 apresentou um fenétipo
intermediario.

Processing  affects  beta-casomorphin  peptide
formation during simulated gastrointestinal digestion
in both Al and A2 milk (Lambers et al., 2021).

A digestdo in vitro simulada de leite e a quantificacio
direta de peptideo assistida por marcacdo de isétopos
estaveis revelou que o BCM-7 pode ser formado a
partir de leite Al e A2.

Digestomics of Cow’s Milk: Short Digestion-
Resistant Peptides of Casein Form Functional
Complexes by Aggregation (Radosavljevic et al.,
2020).

Ao identificar os peptideos resistentes a digestdo curta
(SDRPs) liberados pela digestdo com pepsina do leite
de vaca integral e examinar sua reatividade de IgE e
alergenicidade, concluiram que a maioria dos SDRPs
do leite se originou de caseinas (97% dos peptideos) e
se sobrepbs aos epitopos de IgE conhecidos dos
alérgenos do leite de vaca.

Comparative evaluation of feeding effects of Al and
A2 cow milk derived casein hydrolysates in diabetic
model of rats (Thakur et al., 2020).

O estudo foi desenhado tendo como plano de fundo o
diabetes tipo 1. Durante o periodo experimental de 60
dias, nenhum dos ratos tornou-se pré-diabético devido
a respectiva alimentagdo com hidrolisados de caseina
derivados do leite de vaca Al ou A2.

The Moo'D Study: protocol for a randomised
controlled trial of A2 beta-casein only versus
conventional dairy products in women with low mood
(Hockey et al., 2021).

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos
comparativos do consumo de produtos lacteos
contendo apenas a B-caseina A2 versus laticinios
convencionais (ou seja, contendo Al e A2 beta-
caseina) sobre os sintomas de sofrimento psicolégico
em mulheres com depressao.

A simple method to generate B-casomorphin-7 by in
vitro digestion of casein from bovine milk (Edwards
etal., 2021).

Neste estudo, um método utilizando as enzimas
pepsina, pancreatina e leucina aminopeptidase (LAP)
foi usado para digerir p-caseina isolada de leite normal
e A2. Significativamente, menores concentraces de
BCM-7 foram liberados na digestdo do leite A2 em
comparacdo com leite convencional.
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4.6.4 Influéncia do polimorfismo do gene CSN2 materno nas caracteristicas de

desempenho dos bezerros

Estudos cientificos sobre os impactos dos gendtipos de caseina materna nas
caracteristicas de desempenho dos bezerros lactentes ainda séo escassos. Os dois artigos de
pesquisa publicados nos Gltimos cinco anos sdo descritos na Tabela 5.

Tabela 8. Artigos publicados sobre Influéncia do polimorfismo do gene CSN2 materno nas

caracteristicas de desempenho dos bezerros

Titulo (autor, ano)

Resultados

Associations between maternal milk protein
genotypes with preweaning calf growth traits in beef
cattle (Hohmann et al., 2020)

O objetivo deste estudo foi determinar os impactos dos
gendtipos de caseina materna nas caracteristicas de
crescimento de seus bezerros lactentes. Associagdes
entre os genotipos BB (a-s1), A2A2 (B-CN), AA (o-
s2) e AB (k-CN) apresentaram efeito significativo nos
ganhos médios diarios de peso e maiores peso ao
desmame ajustado a idade (P< 0,05).

Comparative Effects of Milk Containing Al versus
A2 B-Casein on Health, Growth and B-Casomorphin-
7 Level in Plasma of Neonatal Dairy Calves
(Hohmann et al., 2020).

Objetivo deste estudo foi comparar os efeitos do leite
contendo homozigoto Al ou A2 p-caseina nos
pardmetros de salde e crescimento em 47 bezerras
leiteiras durante as trés primeiras semanas de vida e

mensurar 0s niveis de B-casomorfina-7 intacta no
plasma de bezerros alimentados com leite de
gendtipos de B-caseina. A ingestdo de “leite A2” levou
a uma menor ingestao de leite e uma consisténcia fecal
mais frouxa (maior prevaléncia de diarreia) em
comparagao com o “leite A1”. No entanto, os ganhos
de peso e os pesos finais dos bezerros de ambos 0s
grupos de alimentagdo foram semelhantes, que pode
ser causado pelo alto teor de proteina associado ao
leite contendo a variante A2. A B-casomorfina-7 foi
detectada no plasma ap6s o consumo de leite Al e A2,
mas foi quase 5 vezes maior para bezerros alimentados
com leite contendo a variante Al.

Os resultados indicam que, além de fatores ambientais bem conhecidos, os genotipos de
proteina do leite influenciam o desempenho dos bezerros, oferecendo, portanto, novas
perspectivas para estratégias de melhoramento visando o desenvolvimento do bezerro devido

ao valor nutricional do colostro ou do leite.

4.6.5 Efeito do polimorfismo da p-CN nas propriedades tecnoldgicas de produtos lacteos

As caseinas tém recebido grande interesse cientifico, mas a sua influéncia nas
caracteristicas composicionais e tecnoldgicas do leite ndo esta totalmente compreendida. O

possivel efeito das diferencas nas propriedades estruturais e fisico-quimicas das principais



variantes da B-CN em aspectos tecnologicos do leite e na fabricacdo de queijos e iogurtes é uma

area pouco explorada.

Alguns estudos destacaram a influéncia das caseinas nas propriedades funcionais do

leite e derivados (Tabela 6).

Tabela 9. Artigos publicados sobre influéncia das caseinas nas propriedades funcionais do leite

e derivados.

Titulo (autor, ano)

Resultados

Effects of the detailed protein composition of milk on
curd yield and composition measured by model
micro-cheese curd making of individual milk
samples (Bonfatti et al., 2019)

Os resultados obtidos neste estudo suportam a
hipotese de que, além da variacdo nos teores de
caseina total e proteina do soro, a variagdo na
composic¢ao da proteina pode afetar a capacidade de
producdo de queijo do leite, mas isso requer mais
estudos.

Milk protein fractions strongly affect the patterns of
coagulation, curd firming, and syneresis (Amalfitano
etal., 2019).

Ao avaliarem o papel das fracGes proteicas do leite na
coagulacdo e firmeza da coalhada, associou
favoravelmente a fracdo k-CN com a capacidade de
coagulacdo do leite, que reduziu o tempo de
coagulacdo do coalho e aumentou a firmeza e
sinérese da coalhada, sendo menos afetada pela
fracdo B-CN.

The B-casein (CSN2) A2 allelic variant alters milk
protein profile and slightly worsens coagulation
properties in Holstein cows (Bisultti et al., 2022).

Desaconselham a utilizacdo de leite A2 na producéo
de queijos, pois este alelo esta associado a uma piora
das caracteristicas tecnoldgicas do leite e menor
eficiéncia no processo de fabricagdo de queijos, com
piora das caracteristicas de coagulagdo e firmeza da
coalhada.

Effects of milk proteins and posttranslational
modifications on noncoagulating milk from Swedish
Red dairy cattle (Nilsson et al., 2020).

Concluiram que o leite ndo coagulante, indesejado na
producdo de queijos por apresentar um tempo de
processamento  prolongado, se  correlacionou
significativamente com maiores concentracdes
relativas de a-lactalbumina e B-caseina A2 e menores
concentragdes relativas de P-lactoglobulina e «-
caseina.

Physiochemical characteristics and fermentation
ability of milk from Czech Fleckvieh cows are related
to genetic polymorphisms of -casein, k-casein, and
B-lactoglobulin (Kyselova et al., 2019).

O objetivo do estudo foi encontrar uma possivel
associagdo entre os genoétipos - ¢ k -caseina e f§ -
lactoglobulina e caracteristicas fisico-quimicas e
tecnoldgicas importantes do leite. O efeito dos genes
associados CSN2-CSN3-LGB nas caracteristicas
investigadas influenciou significativamente a acidez
titulavel, (p<0,01), acidez ativa (p<0,05) e contagem
de lactobacilos (p<0,05) do leite.

Protein profile of cow milk from multibreed herds
and its relationship with milk coagulation Properties
(Niero et al., 2021).

Ao avaliarem o perfil proteico e as propriedades de
coagulagdo do leite, concluiram que todas as
caracteristicas analisadas foram otimizadas com
menores concentracdes de a-CN e B-CN.
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5. CONCLUSAO

Diversas pesquisas associaram o polimorfismo da -caseina com constituintes do leite e
seu efeito na saude humana. Entretanto, um nimero limitado de estudos preliminares teve como
objetivo investigar o efeito do polimorfismo do gene CSN2 no desempenho dos bezerros, ja
que estes estdo se alimentando do leite de suas mées bioldgicas, sendo, portanto, um campo

com muitas oportunidades de investigacao.

As pesquisas relacionadas aos impactos sensoriais e tecnoldgicos das variantes da [3-
caseina em matrizes lacteas, como queijos e iogurtes, sdo limitadas. Assim, consideramos que

esta abordagem também pode ser um ponto de partida para estudos futuros.

Os métodos desenvolvidos mostraram precisdao e podem ser empregados para distinguir

rapidamente o leite Al e A2, contribuindo para a prevencédo de fraudes e/ou adulteracdes.

Foi possivel concluir que a A2 B-CN exerce efeitos benéficos no trato gastrointestinal em
comparagdo com o Al B-CN. Entretanto, ndo ha evidéncias cientificas suficientes de que 0 Al

B-CN tenha efeitos negativos na satide humana.

6. REFERENCIAS

ALBARELLA, S. et al. Influence of the Casein Composite Genotype on Milk Quality and
Coagulation Properties in the Endangered Agerolese Cattle Breed. Animals 2020.

AMALFITANO, N. et al. Milk protein fractions strongly affect the patterns of coagulation,
curd firming, and syneresis. Journal of Dairy Science, 2019.

ANDREWS, AT. Proteinases in normal bovine milk and their action on caseins. The Journal
of Dairy Research, 1983.

ANTONOPOULQS, D. et al. Identification of Polymorphisms of the CSN2 Gene Encoding 3-
Casein in Greek Local Breeds of Cattle. Veterinary Science, 2021.

ASMARASARI, S. A. et al. Genetic Variants of Milk Protein Genes and Their Association
with Milk Components in Holstein Friesian Cattle. Jurnal llmu Ternak Dan Veteriner, 2020.

BISUTTI, V. et al. The B-casein (CSN2) A2 allelic variant alters milk protein profile and
slightly worsens coagulation properties in Holstein cows. Journal of Dairy Science, 2022.

BONFATTI, V. et al. Effects of the detailed protein composition of milk on curd yield and
composition measured by model micro-cheese curd making of individual milk samples. Journal
of Dairy Science, 2019.

CENDRON, F. et al. Effects of B- and k-casein, and B-lactoglobulin single and composite
genotypes on milk composition and milk coagulation properties of Italian Holsteins assessed
by FT-MIR. Italian Journal of Animal Science, 2021.

CHESSA, S. et al. The effect of selection on casein genetic polymorphisms and haplotypes in
Italian Holstein cattle. Italian Journal of Animal Science, 2020.



35

CIESLINSKA, A. et al. Genetic Polymorphism of p-Casein Gene in Polish Red Cattle—
Preliminary Study of Al and A2 Frequency in Genetic Conservation Herd. Animals, 2019.

CITEK, J. et al. Gene polymorphisms influencing yield, composition and technological
properties of milk from Czech Simmental and Holstein cows. Animal Bioscience, 2021.

DE VITTE, K. et al. Relationship of B-casein genotypes (A1Al, A1A2 and A2A2) to the
physicochemical composition and sensory characteristics of cows’ milk. Journal of Applied
Animal Research, 2022.

DETH, R. et al. Clinical evaluation of glutathione concentrations after consumption of milk
containing different subtypes of B-casein: results from a randomized, cross-over clinical trial.
Nutrition jornal, 2016.

EDWARDS, T. S. et al. A simple method to generate f-casomorphin-7 by in vitro digestion of
casein from bovine milk. Journal of Functional Foods, 2021.

EIGEL, W.N. et al. Nomenclature of Proteins of Cow's Milk: Fifth Revision. Journal of Dairy
Science,1984.

ELFERINK, A.J. W. et al. Development of a Microsphere-Based Immunoassay Authenticating
A2 Milk and Species Purity in the Milk Production Chain. Molecules 2022.

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations. Milk and dairy products in
human nutrition. Rome, 2013.

FARREL, H. M. et al. Nomenclature of the proteins of cows' milk: sixth revision. Journal Dairy
Science, 2004.

FRANZOI, M. et al. Variation of Detailed Protein Composition of Cow Milk Predicted from a
Large Database of Mid-Infrared Spectra. Animals, 2019.

FUERER, C. et al. Protein fingerprinting and quantification of B-casein variants by ultra-
performance liquid chromatography-high-resolution mass spectrometry. Journal of Dairy
Science, 2020.

GAZI, I. et al. Heterogeneity, Fractionation, and Isolation. Encyclopedia of Dairy Sciences
(Third Edition). Academic Press, 2022.

GDP — Global Dairy Platform. Annual Review 2016. Rosemont, 2017.

GHAFOORI, Z. et al. Separation and characterization of bovine milk proteins by capillary
electrophoresis-mass spectrometry. Journal of Separation Science, 2022.

GIGLIOTI, R. New high-sensitive rhAmp method for Al allele detection in A2 milk samples.
Food Chemistry, 2020.

GIGLIOTI, R. Novel LNA probe-based assay for the Al and A2 identification of B-casein gene
in milk samples. Food Chemistry: Molecular Sciences, 2021.

GUANTARIO, B. et al. A Comprehensive Evaluation of the Impact of Bovine Milk Containing
Different Beta-Casein Profiles on Gut Health of Ageing Mice. Nutrients, 2020.

Hockey, M. et al. The Moo’D Study: protocol for a randomised controlled trial of A2 beta-
casein only versus conventional dairy products in women with low mood. Trials, 2021.

HOHMANN, L. G. Associations between maternal milk protein genotypes with preweaning
calf growth traits in beef cattle. Journal of Animal Science, 2020.



36

HOHMANN, L.G. et al. Comparative Effects of Milk Containing Al versus A2 -Casein on
Health, Growth and B-Casomorphin-7 Level in Plasma of Neonatal Dairy Calves. Animals,
2021.

IVANKOVIC, A. et al. Genetic polymorphism and effect on milk production of CSN2 gene in
conventional and local cattle breeds in Croatia. Mljekarstvo, 2021.

JIMENEZ-MONTENEGRO, L. DNA extraction procedures and validation parameters of a
real-time PCR method to control milk containing only A2 B-casein. Food Control, 2022.

KAMINSKI, S. et al. Long-term changes in the frequency of beta-casein, kappa-casein and
beta-lactoglobulin alleles in Polish Holstein-Friesian dairy cattle. Journal of Animal and Feed
Sciences, 2023.

KHALID, R. B. et al. Characterization of B-casein Gene Sequence Variants in Cholistani Cattle.
Pakistan Journal of Zoology, 2021.

KIDDY, C.A. et al. Genetic control of the variants of B-casein A.Journal of Dairy Science,
1966.

KOLENDA, M. et al. Sitkowska, B. The Polymorphism in Various Milk Protein Genes in
Polish Holstein-Friesian Dairy Cattle. Animals, 2021.

KULIBABA, R. et al. Comparative analysis of Al and A2 allele detection efficiency for bovine
CSN2 gene by AS-PCR methods. Acta Biochimica Polonica, 2023.

KUMAR, A. et al. Genetic association analysis reveals significant effect of f-casein A1/A2 loci
on production & reproduction traits in Frieswal crossbred cows. Biological Rhythm Research,
2020.

KUMAR, A. et al. Investigation of genetic polymorphism at B-casein Al/A2 loci and
association analysis with production & reproduction traits in Vrindavani crossbred cows.
Animal Biotechnology, 2021.

KYSELOVA, J. et al. Physiochemical characteristics and fermentation ability of milk from
Czech Fleckvieh cows are related to genetic polymorphisms of B-casein, k-casein, and f-
lactoglobulin. Animal Bioscience, 2019.

LAMA, M. A. & SILVA, I. T. Milk protein polymorphisms in Brazilian Zebu cattle. Brazilian
Journal of Genetics, 1997.

LAMBERS, T. T. et al. Processing affects beta-casomorphin peptide formation during
simulated gastrointestinal digestion in both A1 and A2 milk. International Dairy Journal, 2021.

LE, T. T. etal. Quantitative LC-MS/MS analysis of high-value milk proteins in Danish Holstein
cows. Heliyon, 2020.

LILY, J. & MULUMEBET, W. Recent perspective on cow's milk allergy and dairy nutrition.
Critical reviews in food science and nutrition, 2022.

MAYER, H. K. et al. “A2 milk” authentication using isoelectric focusing and different PCR
techniques. Food Research International, 2021.

MELLANDER, O. Electrophoretic and Enzymatic Fractionation of Casein from Human Milk
Nature, 1945.

MILAN, A. M. et al. Comparison of the impact of bovine milk B-casein variants on digestive
comfort in females self-reporting dairy intolerance: a randomized controlled trial. The
American Journal of Clinical Nutrition, 2020.



37

Miluchova, M. et al. The Effect of the Genotypes of the CSN2 Gene on Test-Day Milk Yields
in the Slovak Holstein Cow. Agriculture, 2023.

MONTENEGRO, J. L. et al. Worldwide Research Trends on Milk Containing Only A2 f3-
Casein: A Bibliometric Study. Animals, 2022.

MUMTAZ, S. et al.  casein Polymorphism in Indigenous and Exotic Cattle Breeds of Pakistan.
Pakistan Journal of Zoology, 2022.

NIERO, G. et al. Protein profile of cow milk from multibreed herds and its relationship with
milk coagulation Properties. Italian Journal of Animal Science, 2021.

NILSSON, K. et al. Effects of milk proteins and posttranslational modifications on
noncoagulating milk from Swedish Red dairy cattle. Journal of Dairy Science, 2020.

NUOMIN. et al. Frequency of -Casein Gene Polymorphisms in Jersey Cows in Western Japan.
Animals, 2022.

PABITRA, M. H. Molecular characterization and A1/A2 genotyping of casein beta gene in
zebu and crossbred cattle of Bangladesh. Czech Journal of Animal Science, 2022.

PADILLA-DOVAL, J. et al. Andlisis genético de cinco polimorfismos de nucleétido simple de
caseinas lacteas obtenidos con chips gendmicos en ganado Holstein de Antioquia, Colombia.
Revista de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, 2021.

PANDEY, A. et al. Association Study of Polymorphic Varients of Beta (B) Casein Gene with
Milk Production Traits (Lactose, Snf and Density) in Malvi, Nimari, Sahiwal and H.F. Cross
Breeds Cow. Indian Journal of Animal Research, 2020.

PANDEY, A. et al. Polymorphism of beta (b) casein gene and their association with milk
production traits in Sahiwal and HF crossbred cattle. Indian Journal of Animal Research, 2019.

PEIXE, A. M. M. et al. Infometria nas Bases Web of Science e Scopus: governanca corporativa,
informacdo e tecnologia da informacao; precificacdo de acdes e riscos de mercado. Research,
Society And Development, 2021.

PRABAKUSUMA, A. et al. “Genotyping, Physicochemical Characterization, and Protein
Isoform Quantification of f-Casein A2 Milk in Chinese Simmental and Angus Cattle”. Emirates
Journal of Food and Agriculture, 2022.

PRIYADARSHINI, P. et al. Impact of milk protein on human health: Al verses A2.
International Journal of Chemical Studies, 2018.

RADOSAVLIJEVIC, J. et al. Digestomics of Cow’s Milk: Short Digestion-Resistant Peptides
of Casein Form Functional Complexes by Aggregation. Foods, 2020.

RISTANIC, M. et al. "Beta-Casein Gene Polymorphism in Serbian Holstein-Friesian Cows and
Its Relationship with Milk Production Traits". Acta Veterinaria, 2020.

SAHIN, O & SAIM, B. Assessment of Al and A2 variants in the CNS2 gene of some cattle
breeds by using ACRS-PCR method. Animal Biotechnology, 2022.

SALMASI, M. et al. Genetic variability of milk proteins in two cattle breeds of Piedmont region
and the potential effects on milk quality. Italian Journal of Animal Science, 2020.

SAMPAIO, R. F. MARCINI, M. C. Estudos de revisdo sistematica: um guia para sintese
criteriosa da evidéncia cientifica. Brazilian Journal Physical Therapy, 2007.



38

SANCHEZ, M. P. et al. Frequencies of milk protein variants and haplotypes estimated from
genotypes of more than 1 million bulls and cows of 12 French cattle breeds. Journal of Dairy
Science, 2020.

SEBASTIANI, C. Frequencies Evaluation of f-Casein Gene Polymorphisms in Dairy Cows
Reared in Central Italy. Animals, 2020.

SNEGIN, E. A. et al. Polymorphism of the csn2 gene (versions al/a2) in Different breeds of
dairy cattle in the central black Soil region of russia. International Journal of Ecosystems and
Ecology Science, 2021.

SOBCZAK, M. et al. Physiology, signaling, and pharmacology of opioid receptors and their
ligands in the gastrointestinal tract: current concepts and future perspectives. Journal
Gastroenterology, 2014.

THAKUR, N. et al. Comparative evaluation of feeding effects of A1 and A2 cow milk derived
casein hydrolysates in diabetic model of rats. Journal of Functional Foods, 2020.

THEKKILAVEEDU, S. et al. Lactic acid-mediated isolation of alpha-, beta- and kappa-casein
fractions by isoelectric precipitation coupled with cold extraction from defatted cow milk.
International Journal of Dairy Technology, 2020.

VIGOLO, V. et al. Characterization of the genetic polymorphism linked to the B-casein A1/A2
alleles using different molecular and biochemical methods. Journal of Dairy Science, 2022.

VILLALOBOS-CORTES, A. et al. Characterization of casein variants in the Guaymi and
Guabala breeds through a low-density chip arrangement. Journal of Applied Animal Research,
2023.

VISKER, M. H. P. W. et al. Association of bovine fB-casein protein variant I with milk
production and milk protein composition. Animal Genetics, 2011.

XIAXIA, W. Comparative proteomic characterization of bovine milk containing [-casein
variants A1A1 and A2A2, and their heterozygote A1A2. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 2020.

XU LI, G. Beta casein proteins — A comparison between caprine and bovine milk, Trends in
Food Science & Technology, 2022.

YADAYV, S. et al. Oral Feeding of Cow Milk Containing Al Variant of B Casein Induces
Pulmonary Inflammation in Male Balb/c Mice. Scientific Reports, 2020.

YAMADA A, Sugimura M, Kuramoto T. Genetic polymorphism of bovine beta-casein gene in
Japanese dairy farm herds. Animal Science Journal, 2021.

YASMIN, I. et al. Characterization and Comparative Evaluation of Milk Protein Variants from
Pakistani Dairy Breeds. Food Science Animal Resources, 2020.

ZHOU, C. et al. Genome-Wide Association Study for Milk Protein Composition Traits in a
Chinese Holstein Population Using a Single-Step Approach. Frontiers in Genetics, 2019.



39

-CAPITULO 2 -

FREQUENCIAS GENICAS E GENOTIPICAS DAS VARIANTES A1 E A2 DA -
CASEINA EM GADO LEITEIRO MESTICO E SEU EFEITO NA COMPOSICAO DO
LEITE



40

FREQUENCIAS GENICAS E GENOTIPICAS DAS VARIANTES Al E A2 DA pB-
CASEINA EM GADO LEITEIRO MESTICO E SEU EFEITO NA COMPOSICAO DO
LEITE

RESUMO - Levando em consideracdo a importancia do consumo do leite para nutri¢do
humana e os possiveis beneficios que o leite contendo apenas a [-caseina A2 pode trazer para
a saude intestinal dos individuos e constituintes do leite, objetivou-se neste trabalho identificar
a frequéncia alélica e genotipica das variantes Al e A2 do gene da [-caseina e sua influéncia
na composicao fisico-quimica do leite de vacas mesticas. Para identificacdo do perfil genético,
foram coletados pelos da cauda de 51 vacas mesticas para extracdo do DNA e genotipagem.
Posteriormente, foram calculadas as frequéncias génicas e genotipicas das variantes Al e A2
da beta-caseina. Para as coletas de leite das andlises fisico-quimicas, foram separadas e
selecionadas 20 vacas mesticas, dentre 0s 51 animais genotipados, sendo 10 vacas com genotipo
heterozigoto A1A2 e 10 vacas com genétipo homozigoto A2A2 para a beta-caseina. Os
gendtipos foram associados com as seguintes caracteristicas: gordura, proteina total, lactose,
caseina, solidos totais e extrato seco desengordurado, densidade e pH. Os dados da analise
fisico-quimica foram submetidos ao teste t com correcdo de Bonferroni a 5% de significancia
(P<0,05). O teor de sdlidos totais (12,42 e 15,31%) e gordura (2,14 e 4,05%) foram distintos
entre 0s gendtipos A1A2 e A2A2, respectivamente (P<0,05). O rebanho se encontra em

Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Palavras-chave: Beta-casomorfina-7. CSN2. Leite A2. Polimorfismo.
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GENE AND GENOTYPIC FREQUENCIES OF B-CASEIN VARIANTS A1 AND A2 IN
CROSSBREED DAIRY CATTLE AND ITS EFFECT ON MILK COMPOSITION

ABSTRACT- Taking into account the importance of milk consumption for human nutrition
and the possible benefits that milk containing only A2 B-casein can bring to the intestinal health
of individuals and milk constituents, the objective of this work was to identify the allele and
genotypic frequency of the Al and A2 variants of the B-casein gene and their influence on the
physicochemical composition of milk from crossbred cows. To identify the genetic profile, hairs
from the tail of 51 crossbred cows were collected for DNA extraction and genotyping.
Subsequently, the gene and genotypic frequencies of the A1 and A2 beta-casein variants were
calculated. For the collection of milk for the physicochemical analyses, 20 crossbred cows were
separated and selected, among the 51 genotyped animals, 10 cows with a heterozygous A1A2
genotype and 10 cows with a homozygous A2A2 genotype for beta-casein. The genotypes were
associated with the following characteristics: fat, total protein, lactose, casein, total solids and
defatted dry extract, density and pH. The physical-chemical analysis data were submitted to the
t-test with Bonferroni correction at 5% significance (P<0.05). Total solids (12.42 and 15.31%)
and fat (2.14 and 4.05%) were different between A1A2 and A2A2 genotypes, respectively
(P<0.05). The herd is in Hardy-Weinberg equilibrium.

Keywords: Beta-casomorphin-7. CSN2. Milk A2. Polymorphism.
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7. INTRODUCAO

A bovinocultura leiteira ¢ considerada uma atividade que apresenta elevada possibilidade
de crescimento e exerce um papel econdmico significativo nos paises em desenvolvimento. O
Brasil estd em 3° lugar no ranking de maiores paises produtores mundiais de leite (ROCHA et

al., 2020).

Dada a crescente associacdo do consumo de leite com efeitos adversos em individuos
suscetiveis e o aumento do interesse no consumo de alternativas ao leite, tem estimulado
pesquisadores, produtores rurais € consumidores a uma nova tendéncia no mercado de lacteos:
a produgdo de leite proveniente de vacas apenas com o alelo A2 da B-caseina, denominado Leite
A2A2. O consumo de leite A2 tem sido associado a efeitos benéficos a satide humana e ¢ mais

facil de digerir em individuos sensiveis.

As proteinas lacteas sdo classificadas em dois grandes grupos: as caseinas e proteinas do
soro (alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulina). As caseinas constituem cerca de 80% das
proteinas do leite bovino e apresentam quatro formas: a S1 (variando de 12 a 15 g/L ou 38%),
aS2(3a4g/Loul0%),p-caseina(9a 11 g/L ou34%) e k-caseina (2-3 g/L ou 15%) (RASIKA,
2021). Essas proteinas diferem na sequéncia de aminoacidos e sdo codificadas por quatro genes

(CSNI1-S1, CSN1-S2, CSN2 e CSN3), respectivamente (VISKER et al., 2011).

A B-caseina contém 209 aminoacidos e quinze variantes (Al, A2, A3, A4,B,C, D, E, F,
G, HI1,H2,1, J,K) (GAZI et al., 2022), no entanto, apenas sete destas (Al, A2, A3, B,C,IeE)
foram detectadas em ragas bovinas europeias, sendo as variantes Al e A2 mais comuns

(MONTENEGRO et al., 2022).

Estudos indicam que a -caseina A2 ¢ a variante mais antiga, presente no rebanho bovino
desde sua domesticacdo, sendo considerada a forma original da proteina, da qual as demais se
originaram por mutacao e espalharam-se com a reprodugao dirigida dos animais para o aumento
da produgdo leiteira. E considerada uma mutagdo via selegdo natural (MONTENEGRO et al.,

2022).

A caseina Al e A2 sao diferenciadas pelo polimorfismo de um nucleotideo no gene CSN2
localizado no cromossomo 6, o que resulta na substituicdo de apenas um aminodcido na posi¢ao
67* dos 209 aminoacidos que compdem esta proteina. A variante Al apresenta uma histidina,
enquanto a variante A2 apresenta uma prolina, conforme apontado na Figura 2. (JIAQUIN et
al., 2016). Essa diferenca afeta a forma como essas proteinas serao hidrolisadas no trato

gastrointestinal. (VITTE et al., 2022).
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Figura 4. Fragmento das variantes genéticas A1 ¢ A2 da -caseina, destacando a diferencia¢@o na posi¢do
67 e liberagdo de BCM-7. Fonte: adaptado de Daniloviski et al., (2021).

O consumo do leite oriundo de vacas portadoras da variante A1 da B-caseina permite a
clivagem da cadeia peptidica do aminoécido na 67* posi¢ao liberando a Beta-Casomorfina-7
(BCM-7). A BCM-7 ¢ composta por sete aminoacidos (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile), que
atuam como fonte de peptideos opioides no corpo durante a digestdo, conhecidos como
exorfinas (AYAZ et al., 2023). A presenca da prolina na 67* posicdo da variante A2 da -caseina
impede a quebra da sequéncia polipeptidica neste ponto, formando outro peptideo denominado

Beta-Casomorfina-9 (BCM-9) (MARKO et al., 2020).

A digestao gastrointestinal da 3 caseina A1 através da degradagdo proteolitica com a ajuda
de diferentes enzimas como pepsina, tripsina, alcalase, quimotripsina, pancreatina e termolisina
libera a BCM-7 no epitélio intestinal, que devido ao seu baixo peso molecular, atravessa a
barreira hematoencefélica e distribui-se em varios 6rgaos e tecidos do corpo incluindo ouvido,
cérebro, pancreas e rins (VISKER et al., 2011). A BCM-7 é um agonista opioide que apresenta
uma ampla variedade de potenciais efeitos a saude, incluindo atividade imunossupressora,

entretanto, mais pesquisas sdo necessarias nesta area (SWINBURN, 2004).

A hipotese de que uma alta ingestdo de leite contendo CNS2-Al promove doencas
cardiovasculares (doenca cardiaca isquémica, aterosclerose), diabetes mellitus tipo 1, e
problemas neurologicos (esquizofrenia e autismo) € intrigante, prematura € ndo apresenta

evidéncias cientificas suficientes (SWINBURN, 2004).

Estudos recentes demonstraram que o consumo do leite contendo a variante Al da B-
caseina aumenta a atividade de MPO (Mieloperoxidase), MCP-1(proteina quimiotatica de
mondcitos), IgE (imunoglobulina E), IgG (imunoglobulina G), e IL-4 (interleucina 4) no trato

gastrointestinal juntamente com a infiltracdo de leucécitos nas vilosidades intestinais. O
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aumento dessas moléculas que atuam como marcadores de processos inflamatorios e
desempenham papel importante nas reagdes alérgicas, estdo atribuidas a liberagdo da PCM-7

(HAQ et al., 2014).

Segundo Jianquin et al. (2016), com base nos efeitos da fCM-7 no trato gastrointestinal,
¢ possivel que parte dos desconfortos atribuidos a intolerancia de produtos lacteos, podem ser

em decorréncia dos efeitos da BCM-7 no trato gastrointestinal, em vez da lactose em si.

Devido a sua caracteristica inflamatdria, a BCM-7 pode afetar a producao e diminuig¢ao
da atividade da enzima lactase, consequentemente, reducdo na motilidade e inflamagao,
alterando a metabolizagdo da lactose e promovendo sintomas semelhantes de intolerancia a

lactose em individuos sensiveis a BCM-7 (BARBOSA et al., 2019).

Pesquisas recentes também detectaram a influéncia da variante A2 da B-caseina no
aumento dos constituintes do leite, principalmente em relacdo a concentracdo de proteinas,
gordura e volume (VISKER et al., 2011). Portanto, a preferéncia pelo alelo A2 em bovinos
leiteiros pode ter varias implicagdes positivas ndo somente para humanos, mas também para
producdo e composi¢do do leite. No entanto, para esclarecer os efeitos definitivos das variantes
Al e A2 da B-caseina na saide humana e nas caracteristicas de producdo do leite, mais

investigagdes sdo necessarias.

Tendo em vista que, as ragas mesticas sdo responsaveis por grande parte da produgado de
leite no pais, e que com a expansdo dos cruzamentos, os niveis de mistura entre ragas sao
imprevisiveis e a falta de registro de pedigree pode levar a falta de informagdes genéticas sobre
os rebanhos, destaca-se a importancia e utilidade do estudo desses rebanhos para sua

caracterizacdo (KHAN et al., 2023).

Diante do exposto, objetivou-se neste estudo verificar as frequéncias génicas e
genotipicas das variantes Al e A2 da B-caseina e seu efeito na composicao do leite de vacas

mesticas.
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8. METODOLOGIA
8.1 Parecer do comité de ética

Este trabalho foi submetido a avaliagio e apreciagdo na Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Piaui (CEUA/UFPI) e aprovado em 18 de margo de 2022,
através do protocolo N° 709/2022.

8.2 Local e rebanho do estudo

O presente experimento foi realizado no periodo de abril de 2021 a dezembro de 2022.
Os animais utilizados neste experimento sdo provenientes do rebanho de uma granja leiteira,
localizada no municipio de Paragominas - Pard. O rebanho estudado era composto por 51 vacas
mesti¢as Holandés x Gir, com cinco composi¢des genéticas: 1/2 HO + GL; 3/4 HO + GL; 5/8
HO + GL; 9/16 HO + GL e 13/16 HO + GL em periodo de lactagdao. A propriedade utiliza o
sistema de instalacdo Compost Barn com dieta a base de silagem de milho, milho e farelo de
soja e suplementagdo com NutronMilk da Nutron®. A ordenha ¢é realizada duas vezes ao dia

com intervalo de 12 horas (4h e 16h).
8.3 Analise genotipica das vacas

Os animais foram genotipados para as variantes Al e A2 da B-caseina a partir de DNA
extraido dos foliculos pilosos. Os pelos foram retirados da vassoura da cauda do animal,
lagando-se entre 15 e 25 pelos nos dedos da mao, puxando-os com firmeza e logo em seguida,
verificando se os bulbos se encontravam intactos. Em seguida, foram colocados em envelopes,
identificados e armazenados a temperatura ambiente até serem enviados ao Instituto de

Zootecnia em Nova Odessa-SP, responsavel em realizar a extracdo de DNA e genotipagem.

A extragdo de DNA dos foliculos capilares foi realizada utilizando o kit Easy-DNA™
(Cat. n°® K1800-01—Protocolo n° 1—Pequenas amostras de sangue e foliculos capilares;
Invitrogen, Carlsbad, EUA), conforme recomendado pelo fabricante. O DNA foi diluido em 20
puL de Tris-EDTA. A quantificagdo e a pureza do DNA extraido foram estimadas por leituras
espectrofotométricas nas propor¢des de 260 nm e 260/280 nm, respectivamente. As
concentragdes de DNA de todas as amostras testadas foram ajustadas para 5 ng pL ~!. Uma
nova PCR em tempo real usando uma combinagdo de sondas conjugadas de acido nucleico
bloqueado modificado (LNA) foi desenvolvida para genotipar os alelos Al e A2 do gene da 3
-caseina (CSN2), conforme metodologia de Giglioti et al., (2021). Baseando-se nas amostras

controles (gendtipos A2A2, A1Al e AlA2) as amostras avaliadas foram confrontadas.



46

Posteriormente, com o recebimento dos resultados, calculou-se as frequéncias alélicas e

genotipicas para a beta-caseina.
8.4 Calculo das frequéncias génicas e genotipicas

As frequéncias alélicas (Xi e Xj) e genotipicas (Xii, Xij € Xjj) foram determinadas por

meio das seguintes equagdes:

. . 2N Niji . N;;
Frequéncias alélicas  X; = % x 100 Xj = % x 100
Ny

Frequéncias genotipicas  X;; = —Xx 100 X;; = % X100 X;; = % x 100

N
Onde, Ni;, Nj; e Njjrepresentam o nimero de homozigotos e heterozigotos observados nos

alelos i e j; e N corresponde ao nimero de individuos observados.

Para testar as frequéncias observadas, foi realizado calculo de teste do equilibrio de

Hardy-Weinberg que se da pela expansdo do bindmio descrito:
(Xi + X5)2 = X2+ 26X, + X7

Onde, X7 ¢ a frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo i; 2X.Xj = frequéncia

esperada para heterozigotos ij; X;> = frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo j.
8.5 Analise fisico-quimica do leite

Para as coletas de leite das anélises fisico-quimicas, foram separadas e selecionadas 20
vacas mestigas, dentre os 51 animais genotipados, sendo 10 vacas com genotipo heterozigoto
ATA2 e 10 vacas com gendtipo homozigoto A2A2 para a beta-caseina com trés composig¢des
genéticas: 1/2 HO+GL, 3/4 HO+GL e 5/8 HO+GL. As coletas foram efetuadas 72 horas pds-
parto, durante a ordenha automadtica das vacas, acondicionados em frascos coletores estéreis

com volume de 50ml, devidamente identificados e congelados a - 20°C.

Posteriormente as amostras foram descongeladas em temperatura refrigerada e
acondicionadas em frascos com conservante bronopol, sendo enviadas ao Laboratorio de
Qualidade do Leite do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterindria e Zootecnia
da Universidade Federal de Goias- LQL/CPA/EVZ/UFG responsavel pela determinagdo da
gordura, proteina total, lactose, caseina, solidos totais e extrato seco desengordurado em
instrumento de absor¢do infravermelha. A determinacdo de densidade a 15°C e pH foram

efetuadas no Nucleo de Estudos, Pesquisas e Procedimentos de Alimentos da Universidade
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Federal do Piaui — NUEPPA/UFPI, por meio do equipamento ultrassonico portatil analisador
de leite, o Ekomilk® (Cap-Lab Ind.e Com. Ltda.). Seguindo-se as recomendagdes do fabricante,

foi selecionado o modo de analise de leite cru no aparelho.
8.6 Analise estatistica

Inicialmente, os dados referentes ao teor de gordura, proteina, lactose, extrato seco total,
extrato seco desengordurado, caseina, densidade relativa a 15°C e pH do leite foram submetidos
ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo de normalidade. Como os dados ndo
apresentaram distribuicdo normal, optou-se pelo modelo linear generalizado (GLM) com
distribuicdo gamma para utilizacdo da estatistica paramétrica.

Para efetuar o ajuste do modelo linear generalizado (GLM), foi utilizado o procedimento
GENMOD para andlise da associacdo entre as variaveis (gordura, proteina, lactose, solidos
totais, solidos ndo gordurosos, pH, caseina e densidade) e fatores: genotipos (A1A2, A2A2) e
grau de sangue (1/2 HO, GL; % HO, GL; 5/8 HO, GL), em que se considerou a idade dos
animais como covariavel. As médias foram comparadas através do teste t com correcdo de
Bonferroni a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa computacional Statistical Analysis
System® Academy (SAS, 2023). O teste do qui-quadrado foi realizado para determinar se as
frequéncias genotipicas observadas desviavam significativamente do Equilibrio de Hardy-
Weinberg.

RESULTADOS E DISCUSSAO
9.1 Frequéncias alélicas e genotipicas

As ragas zebuinas tém sido utilizadas com sucesso na geracdo de mesticos e racas
sintéticas no Brasil, principalmente na produgdo de leite. Os animais estudados revelaram-se
promissores para a producao de leite contendo apenas a 3-caseina A2, conforme apresentado na

Tabela 3.

Dos 51 animais genotipados, apenas 1% apresentou homozigose para o alelo Al, 27%
apresentaram heterozigose (A1A2) e 70% homozigose para o alelo A2. Para a frequéncia
alélica, observou-se 16% para o alelo Al e 84% para o alelo A2. As frequéncias alélicas
observadas demonstraram que o alelo A2 encontra-se com frequéncia superior ao alelo Al nos
animais mesti¢os, assim como a frequéncia do genotipo A2A2 prevaleceu sobre os genotipos

ATAl e ATA2.
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Os resultados apresentados corroboram com os resultados encontrados na literatura
nacional (Sousa et al., 2019; Paschoal et al., 2017; Schettini et al.,2020), que de modo geral
apresentam maior frequéncia do alelo A2, e de seu gen6tipo A2A2, em detrimento do alelo Al

e do gendtipo A1A1 nas mais variadas ragas.

Tabela 10. Frequéncia génica e genotipica da 3-caseina em vacas mesticas.

Genotipos Observados Frequéncias Alélicas
AlAl Al1A2 A2A2 Al A2
Frequéncia 0,019 0,27 0,70 0,156 0,843
observada
Frequéncia esperada 0,024 0,26 0,71
N 1 14 36

Sousa et al. (2019) e Paschoal et al. (2017) trabalhando com vacas Gir observaram maior
frequéncia para o genotipo A2A2, representando 91,2% para o primeiro autor e 59% para o
segundo autor. Tais resultados estdo de acordo com estudos presentes na literatura e indicam
uma associagdo do polimorfismo genético com a raca, sendo que racas zebuinas apresentam
maior prevaléncia do genodtipo A2A2 em comparagdo com a taurina. Esta informacdo valoriza
as racas zebuinas que associada aos animais de origem européia, ddo origem ao gado mestico,

responsaveis por aproximadamente 70% da producao leiteira no Brasil.

Para a raca Sindi, Schettini et al. (2020) encontraram frequéncia de 94% para o alelo A2
e 90% para o gendtipo A2A2 da mesma raga. E ainda, Silva et al. (2022) ao avaliarem 114
animais da raca Gado Curraleiro P¢ Duro, encontraram frequéncia de 40% para o alelo Al e
60% para o alelo A2 e as frequéncias dos genotipos A1A1, A1A2 e A2A2 foram 20%, 39% e

41%, respectivamente.

Virios estudos vém sendo realizados para quantificar as frequéncias alélicas e genotipicas
nas mais variadas racas. No entanto, ainda hé poucos dados sobre as frequéncias do gene CSN2

nas ragas mestigas, principalmente animais Holandés x Gir de variadas composi¢des genéticas.

Assim sendo, 84% dos animais desta pesquisa sdao portadores do alelo A2, e podem
transmitir esse alelo aos seus descendentes, produzindo um leite com menores niveis de fCM-
7, uma vez que, esse peptideo tem potencial para afetar os receptores opioides do sistema

nervoso, imunologico, endocrino e gastrointestinal.
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Além disso, foi possivel concluir que as frequéncias observadas estdo de acordo com o
que era esperado, hd constancia das frequéncias génicas e genotipicas ao longo das geragoes,

ou seja, a populagdo encontra-se em equilibrio de Hardy Weinberg.

9.2 Associacdo polimorfica do gene CNS2 com caracteristicas de composi¢éo do leite

A mediana, distancia interquartis (1° e 3° quartis) e valores minimos ¢ maximos das
caracteristicas de composi¢do do leite de vacas mesticas associadas aos genotipos (A1A2 e
A2A2) da B-caseina foram expostos na forma de diagrama de caixa (boxplot) e estdo
apresentados na Figura 1. Os resultados relacionados aos dois genotipos (A1A2 e A2A2) e grau
de sangue (1/2 HO, GL 3/4 HO, GL e 5/8 HO, GL) em relag@o aos componentes fisico-quimicos

do leite de vacas mesti¢as estao descritos na Tabela 2.

30,00 15,00 5,00 10,00
25,00 8,00
20,00 é é 10,00 é 4,00 6.00 E
15,00 4,00
' 5,00 3,00 .
10,00 S 2,00
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AlA2 A2A2 ALA2 A2A2 AlA2 A2A2 AlA2 A2A2
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AlA2  A2A2 Proteina Densidade pH
SNG

Figura 5: Estimativas das médias, medianas, minimo, maximo e coeficiente de variagdo (CV)
relacionadas aos pardmetros composicionais do leite de vacas mesticas A1A2 e A2A2.

Entre os componentes, a gordura apresentou maior variabilidade, com coeficiente de
variagdo de 78,3%, seguida da caseina (61,1%) e proteina (59,2%). O teor de lactose apresentou
a menor variagdo na composicao (18,7%), pois sua quantidade ¢ sempre constante por ser
responsavel pelo equilibrio osmotico do leite, resultados estes que estdo de acordo com os

publicados na literatura (GONZALEZ, 2001).

O intervalo interquartil (diferenga entre o terceiro e primeiro quartil) para os dados

referente a gordura foi de 1,59 e 2,18 para os gen6tipos A1A2 e A2A2, respectivamente. Para
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as medidas de posi¢do foram encontrados os seguintes valores: 2,46 e 3,20 para mediana e
média. O valor maximo foi de 4,12 ¢ 11,16 e minimo de 0,89 e 2,05 para os gendtipos A1A2 e
A2A2, respectivamente (Figura 5.) Essa alta faixa de variacdo deve-se a propria natureza

varidvel do componente.

Os teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais, caseina, solidos ndo gordurosos,
densidade e pH foram associados de duas maneiras: a primeira dentro dos genotipos A1A2 e
A2A?2 da B-caseina, a segunda levando em consideracao o grau de sangue dos animais. A analise
dos parametros da primeira revelou diferencgas estatisticas significativas (P<0,05) para o
rendimento de gordura e solidos totais, enquanto na segunda ndo apresentou diferencas

significativas.

A influéncia do gene CSN2 nos parametros de producdo do leite vem sendo avaliada por
diferentes autores (Nilsen et al., 2009; Hanusova et al., 2010; Visker et al., 2011; Gustavsson et

al., 2014; Olenski et al., 2010; Hallén et al., 2008).

Para o teor de soélidos totais, de acordo com os resultados do teste de média, houve
diferenca significativa (P<0,05), com média de 12,42% para o genotipo A1A2 e 15,31% para o
genotipo A2A2. Gordura, proteina e lactose sdo os principais constituintes dos solidos totais, e
este resultado positivo provavelmente esta correlacionado a maior concentracio de gordura. Os
valores ndo significativos de lactose e proteina possivelmente ¢ devido estes pardmetros se
correlacionarem negativamente com a gordura. A lactose ¢ o principal agente osmotico do leite
e quanto maior a quantidade de agua retirada pela lactose, menor ou mais diluido sera o teor de

gordura e vice-versa.

A correlacdo positiva do teor de gordura estd relacionada com a quantidade de proteina,
indicando que o aumento no rendimento de gordura ird influenciar negativamente os niveis de

proteina do leite.

No rebanho estudado, a concentracdo de gordura para o gendtipo A1A2 foi de 2,14% e
4,05% para o genotipo A2A2. Isso quer dizer que, para cada animal A2A2 no rebanho, ha um

acréscimo de 1,91% nos teores de gordura do leite.



51

Tabela 8. Composicdo fisico-quimica do leite em funcdo dos genotipos A1A2 e

A2A?2 para a B-caseina e grau de sangue das vacas mestigas.

Genotipos Composi¢ao Genética
Variaveis A1A2 A2A2 1/2HO, 3/4HO, 5/8HO, EPM  p-valor! p-valor?
GL GL GL
Gordura (%) 2,14 405 284 3,86 2,33 077 0.019% 0536
Proteina (%) 495 569 769 5,90 3,32 133 0,549 0,203
Lactose (%) 4,12 3,88 3,63 4,08 4,31 021 0,460 0,404
ST (%) 12,42 15,31 16,14 15,58 10,42 1,35 0,046* 0,182
Caseina (%) 391 446 6,16 4,63 2,56 1,10 0,574 0,189
SNG (%) 10,14 10,99 13,25 11,01 8,07 1,34 0,526 0,161
Densidade (g/mL) 47,38 49,7 56,97 43,79 45,80 5,37 0,728 0,289
pH 6,82 6,77 6,76 6,72 6,91 0,03 0,232 0,209

ST = Sélidos Totais

SNG = Sélidos nao gordurosos

HO = Holandesa

GL = Gir leiteiro

EPM = Erro padrdo da média

p-valor ! = probabilidade do teste t corrigido para genotipo

p-valor 2 = probabilidade do teste t corrigido para composi¢do genética

Este resultado esta de acordo com os resultados relatados por Marko et al. (2020) que ao
avaliarem o efeito dos genétipos da B-caseina com caracteristicas de producdo, proteina e
gordura do leite em uma populacdo de vacas Holstein-Friesian, encontraram concentragdes de

gordura significativamente maiores nos animais A2A2 em relagdo aos genotipos A1A1 e ATA2.

Kumar et al. (2022) ao estudarem a associacdo do polimorfismo da [-caseina e
caracteristicas de produgdo economicamente importantes em uma populagio de vacas mestigas
Vrindavani, revelaram que o gendtipo AlAl apresentou porcentagem de gordura
significativamente menor em comparagdo com os genotipos A1A2 e A2A2, enquanto o

genotipo A2A2 apresentou a maior porcentagem de gordura.

A gordura do leite apresenta consequéncias tecnologicas importantes, sobretudo
associadas ao rendimento na fabricagdo de queijos, além de ser fonte de diversos acidos graxos

bioativos com propriedades benéficas a satude.

No entanto, nossos resultados diferem com os obtidos por Ikonen et al. (2001); Nilsen et

al. (2009); Olenski et al. (2010); Ivankovi'c et al. (2020); e Miluchova et al. (2023) que
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associaram a influéncia do alelo A2 da B-caseina com alta concentrag@o de proteina e baixo teor
de gordura. Miluchova et al. (2023) ao analisarem o efeito do polimorfismo do gene da beta-
caseina e a associagdo dos genotipos com caracteristicas de producao do leite em rebanhos de
gado Holstein, encontraram um efeito positivo significativo do geno6tipo A2A2 para o teor de

proteina e tendéncia ligeiramente negativa para o teor de gordura no leite.

As diferencas encontradas provavelmente se devem ao fato de que a gordura ¢ o
componente mais variavel do leite, podendo ser afetada pelas particularidades entre as ragas, a

estagdo do parto, ou ainda, o tipo de alimentagao.

Os resultados foram contraditdrios, possivelmente devido ao pequeno tamanho amostral
e oferece espago para uma investiga¢cdo mais aprofundada para fornecer clareza e robustez na

associacao do alelo A2 da B-caseina e caracteristicas de produgdo e composicao do leite.

Embora as pesquisas ainda estejam em andamento para fornecer uma resposta concreta
sobre a seguranca das variantes A1/A2 da -caseina, a demanda e os precos dos produtos que
contenham exclusivamente o alelo A2, estdo aumentando muito rapidamente em nivel nacional
e internacional devido ao impacto adverso relatado da variante A1 da B-caseina na satde
humana. O mercado global de leite A2 e derivados foi avaliado em 8 bilhdes de doélares no ano
de 2020 com projegdo de 25 bilhdes para o ano de 2030, segundo a empresa Precedence

Research.

A presente investigagdo, no entanto, langa luz sobre o desempenho comparativo das
variantes de B-caseina A1/A2 em animais mesticos, garantindo mais estudos de associacao
gendmica que podem levar ao estabelecimento de um marcador confiavel para melhorar os

lucros do rebanho, caracteristicas de composi¢ao, qualidade do leite e a saude humana.

9, CONCLUSAO

A frequéncia do alelo A2 e a frequéncia do gendtipo A2A2 para o gene B-caseina nos
animais mesti¢os avaliados indicam que esses rebanhos podem produzir leite menos alergénico

para individuos sensiveis a proteina B-caseina.

Devido a inconsisténcia na literatura relacionada aos efeitos dos alelos Al e A2 da B-
caseina, principalmente em relagao aos teores de proteina e gordura do leite, uma investigagao

mais extensa com um maior nimero de animais € necessaria.
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Em conclusdo, nossos resultados indicam que os gendtipos da B-caseina influenciam os

parametros composicionais do leite.
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RESUMO

As caseinas constituem 80% das proteinas do leite bovino e sdo classificadas em quatro grupos (a-
sl, a-s2, B e k) codificadas por diferentes genes. Neste estudo, focamos nas variantes Al e A2 da [3-
caseina devido a sua influéncia nas caracteristicas tecnoldgicas do leite e na salde humana. A
hidrolise da variante Al da B-caseina leva a formagdo da -casomorfina 7 (BCM-7), um peptideo
bioativo que tem sido sugerido como causa de varias doencas humanas e associado a baixa
digestibilidade do leite. O potencial papel negativo desta variante na salide humana tem estimulado o
planejamento de programas de melhoramento genético de gado com base na selecdo genética para
aumentar a frequéncia da variante A2, que esta associada ao aumento da digestibilidade do leite. O
objetivo deste trabalho foi estimar as frequéncias alélicas e genotipicas para o gene da betacaseina
(alelos Al e A2) em uma populacdo de gado mestico. Os gendtipos de B-caseina foram submetidos a
PCR em Tempo Real seguida por HRM ou metodologia rhAmp SNP Genotyping System. Os
resultados deste estudo podem ajudar na sele¢do de animais com a variante A2 do gene da B-caseina
para produzir um leite mais digerivel que contenha apenas a variante A2 da p-caseina.

Palavras-chave: Leite A2, Betacasomorfina-7, Melhoramento genético.

FREQUENCY OF GENETIC POLYMORPHISM OF BETA CASEIN IN MIXED DAIRY
CATTLE

ABSTRACT

Caseins constitute 80% of bovine milk proteins and are classified into four groups (a-sl, a-s2, B and
k) encoded by different genes (CSN1S1, CSN1S2, CSN2 and CSN3, respectively). In this study, we
focused on the A1 and A2 variants of the $-casein allele due to their influence on the technological
characteristics of milk and human health. Digestion of the Al variant of B-casein leads to the
formation of B-casomorphin 7 (BCM-7), a bioactive peptide that has been suggested as a possible
cause of several human diseases and associated with poor milk digestibility. The potential negative
role of the Al variant of B-casein in human health has stimulated the design of cattle genetic
improvement programs based on genetic selection to increase the frequency of the A2 variant, which
is associated with increased milk digestibility. The objective of this work was to estimate the allele
and genotype frequencies for the betacasein gene (Al and A2 alleles) in a crossbred cattle population.
The B-casein genotypes were submitted to Real Time PCR followed by HRM or rhAmp SNP
Genotyping System methodology. The frequency of the desirable A2 variant of B-casein in the bovine
population studied was 0.55. The frequency of the undesirable variant Al in the bovine population
studied was 0.45. The results of this study may help in the selection of animals with the A2 variant
of the B-casein gene to produce a more digestible milk that contains only the A2 variant of the -
casein.

Keywords: Milk A2, Betacasomorphin-7, Genetical enhancement.
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INTRODUCAO

Ha predominadncia do uso do gado
mestico nos sistemas de producdo de leite. Cerca
de 80% da producdo leiteira no Brasil €
proveniente do cruzamento de animais Holandés-
Zebu. Entende-se como gado mestico aqueles
animais derivados do cruzamento de uma raga
taurina de origem européia com uma raca
zebuina de origem indiana (EMBRAPA, 2021).

As proteinas lacteas sdo classificadas em
dois grandes grupos: as caseinas e proteinas do
soro (alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulina).As
caseinas constituem 80% das proteinas do leite
bovino e apresentam quatro formas: a Sl
(variando de 12 a 15 g/L), a S2 (3 a 4 g/L), k-
caseina ((2-3 g/L) e B -caseina (9 a 11 g/L)
(RASIKA, 2021). Essas proteinas diferem na
sequéncia de aminoacidos e sdo codificadas por

quatro diferentes genes
(CSN1S1, CSN1S2, CSN2 e CSN3,
respectivamente). Foram  descritas  treze

variantes alélicas diferentes para o gene CNS2
que codifica a p —caseina, sdo elas: Al, A2, A3,
B, C, D, E, F, G, H1, H2, | e G). Entretanto, as
mais frequentemente encontradas sdo as
variantes Al e A2. Estudos indicam que a B-
caseina A2 é a forma original da proteina,
presente no rebanho bovino desde sua
domesticacdo hd milhares de anos. A variante Al
€ 0 resultado de uma mutagdo genética
transversa, ha aproximadamente 5.000-10.000
anos, e espalhou-se com a reproducdo dirigida
dos animais para 0 aumento da producéo leiteira.
E considerada uma mutagdo via selegdo natural
(BARBOSA et al., 2019). Espécies ndo bovinas
domesticadas, como bufalos e caprinos,
expressam apenas beta-caseina A2 (LOUISE et
al., 2021).

A estrutura molecular das variantes Al e
A2 sdo diferenciadas pelo polimorfismo de um
nucleotideo de citosina (CCT) por uma de
adenina (CAT) no gene CSN2, o que resulta na
substituicdo de apenas um aminodcido na
posicdo 672 dos 224 amino4cidos que compdem
esta proteina. A B-caseina Al apresenta um
residuo de histidina, enquanto a B-caseina A2
apresenta um residuo de prolina (Ramakrishnan
et al., 2020). Esta mudanca na 672 posi¢do da
cadeia, apesar de ser uma pequena, faz com que
as variantes sejam metabolizadas de formas
distintas no trato gastrointestinal humano. Em

comparagdo com A2, a variante Al é mais facil
hidrolisada por enzimas digestivas presentes no
trato gastrointestinal humano, devido a ligagdo
mais fraca entre a isoleucina e a histidina,
liberando o peptideo bioativo B-casomorfina-7
(BCM-7) (GIGLIOTI, 2020). BCM-7 é um
agonista exogeno do receptor p-opioide (MOR),
que modula um grande numero de fungdes
fisiologicas, incluindo fungdes do sistema
nervoso autdbnomo e endécrino, emogdes e
capacidade cognitiva e fungdes gastrointestinais.
Diante disso, a BCM-7 parece ativar o receptor p-
opioide e assim influenciam as fungdes
endécrinas, cognitivas e  gastrointestinais
(YAMADA et al., 2021).

A liberagao de BCM-7 apos a digestdo
gastrointestinal, tém sido considerado como
potencial fator de risco a saide humana, além de
afetar propriedades nutricionais do leite. Em
contrapartida, a hidrolise enziméatica da beta
caseina A2 ndo ocorre ou ocorre em uma taxa
muito baixa, gerando o0 peptideo beta-
casomorfina-9 (BCM-9), que ndo possui ligagéo
alguma com tais problemas e tem sido associado
a reducdo nos processos de alergia a proteinas do
leite e a maior facilidade de digestdo (GIGLIOTI,
2020).

Portanto, o objetivo do presente estudo
foi estimar as frequéncias alélicas e genotipicas
para 0 gene da betacaseina (alelos Al e A2) em
uma populagdo de gado mestigo.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no ano de 2022
em uma propriedade privada localizada no
municipio de Bom Jesus-Piaui. O rebanho era
composto por 35 bovinos mesti¢os oriundos do
cruzamento de animais Holandés x Gir.

A colheita de amostras para analise do
polimorfismo foi realizada por meio da retirada
de pelos da vassoura da cauda do animal, os quais
foram colocados em envelopes, identificados e
armazenados em temperatura ambiente até a
extragdo de DNA. Os pelos foram retirados
lacando-se entre 15 e 25 pelos nos dedos da méo
e puxando-os com firmeza. Foi realizada,
previamente, a limpeza, seguida da secagem dos
pelos. Em seguida, foi verificado se 0s mesmos
apresentavam 0s bulbos intactos, ou seja, se eles
ndo foram quebrados antes da raiz.
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Tabela 2. Ocorréncia de variantes do gene p-caseina em
vacas leiteiras em variados paises

Referéncia Raca Pais Al A2 N
Sebastiani Holstein Italia 30.39 60.65 1629
etal., 2020  Friesian
Hohmann German  Alemanha 0.49 047 62
etal., 2021 Hostein

Simental
Teixeira et Guzera Brasil 0.10 090 283
al., 2021
Soares et Gir Brasil 0.11 0.89 2088
al., 2019
Silvaetal., Curraleiro Brasil 0.4 0.6 114
(2022) Pé Duro
Paschoal et Gir Brasil 0.07 0.1 17
al., 2017

CONCLUSAO
Animais  mesticos apresentam  alto

potencial para producdo de leite A2, devido a
frequéncia deste alelo ser superior quando
comparado ao alelo Al. Entretanto, recomenda-
se a realizacdo de estudos mais abrangentes para
avaliar o efeito do alelo nesta raca, bem como sua
contribuigéo na avaliagdo genética.
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