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RESUMO

O leite de vaca é amplamente consumido em todo o mundo e representa uma importante fonte
de nutrientes. Contudo, sua composi¢do proteica pode desencadear reacdes adversas em
determinados individuos, principalmente relacionadas a beta-caseina. Essa proteina apresenta
duas variantes genéticas principais: Al e A2, diferenciando-se por uma unica substituicao de
aminoacido na posi¢do 67, o que afeta sua digestibilidade. A variante Al, predominante em
rebanhos europeus e americanos, libera o peptideo beta-casomorfina-7 (BCM-7), associado a
potenciais efeitos inflamatérios. Ja a variante A2, mais comum em ragas asidticas e africanas,
ndo libera BCM-7 na mesma propor¢ao, sendo mais semelhante a beta-caseina do leite humano.
Este estudo tem como objetivo avaliar a resposta imunoldgica mediada por imunoglobulina G
(IgG) em soros humanos expostos a proteinas do leite com gendtipos A1A1 e A2A2. A
quantificagdo da IgG especifica sera realizada por meio de um ensaio imunoenzimatico
(ELISA), utilizando antigenos purificados das variantes Al e A2 da beta-caseina. Os dados
serdo analisados estatisticamente para identificar diferencas na resposta imune entre as
variantes. Espera-se que os resultados contribuam para uma melhor compreensdo sobre a
sensibilidade imunolédgica ao leite de vaca, oferecendo subsidios para decisdes alimentares e
praticas de manejo genético em rebanhos leiteiros.

Palavras-chave: beta-caseina; imunoglobulina G; leite de vaca.
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ABSTRACT

Cow’s milk is widely consumed around the world and represents an important source of
nutrients. However, its protein composition can trigger adverse reactions in certain individuals,
especially those related to beta-casein. This protein has two main genetic variants: Al and A2,
which differ by a single amino acid at position 67, affecting its digestibility. The A1l variant,
predominant in European and American herds, releases the beta-casomorphin-7 (BCM-7)
peptide, associated with potential inflammatory effects. In contrast, the A2 variant, more
common in Asian and African breeds, does not release BCM-7 to the same extent and is more
similar to human milk beta-casein. This study aims to evaluate the immune response mediated
by immunoglobulin G (IgG) in human sera exposed to A1A1 and A2A2 milk proteins. Specific
IgG quantification will be performed using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
with purified antigens from Al and A2 beta-casein variants. The data will be statistically
analyzed to identify differences in immune response between the variants. The results are
expected to contribute to a better understanding of immune sensitivity to cow’s milk, supporting
dietary decisions and genetic management in dairy herds.

Keywords: beta-casein; immunoglobulin G; cow’s milk.
1 INTRODUCAO

O leite de vaca € um alimento natural, facil de digerir e absorver. Suas proteinas contém
todos os aminoacidos essenciais necessarios para o corpo humano e possuem alta
digestibilidade, tornando-o uma fonte significativa de proteina de qualidade. As proteinas do
leite bovino s@o compostas por caseina e proteinas do soro. A concentracao de proteina no leite
varia de aproximadamente 2,9% a 5,0%, sendo que a caseina € o principal componente,
representando cerca de 80% do total, enquanto as proteinas do soro de leite correspondem a
cerca de 20% (Canani et al., 2014; Guzman et al., 2019; Sorensen et al., 2022).

A beta-caseina ¢ uma das principais proteinas do leite de mamiferos e compde cerca de
30% da caseina no leite bovino. As variantes mais comuns de beta-caseina nos bovinos sao Al

e A2. O gendtipo dessas variantes determina que cada animal produz apenas proteina Al
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(homozigoto A1A1), uma combinagdo de proteinas Al e A2 (heterozigoto A1A2), ou somente
proteina A2 (homozigoto A2A2) (Mclachlan, 2001; Rangel et al., 2017).

A beta-caseina A2 ¢ considerada a variante ancestral do gene da beta-caseina. A
mutagdo que ocorreu nesse gene levou a troca do aminoacido prolina por histidina na posi¢ao
67. Essa alteragdo em um tinico aminoacido altera o codon de trés aminoacidos, transformando
CCT em CAT. Esse fato influencia diversos aspectos, como sitios de enzimas e as propor¢des
de lactose e acidos graxos entre as variantes. A mutagdo que gerou a variante Al ¢ relevante,
pois causa a formacdo de beta-casomorfina-7 (BCM-7) a partir de sua proteodlise parcial, um
peptideo bioativo (Malarmathi et al., 2014; Noni, 2008).

A BCM-7 atua ligando-se ao receptor opioide no intestino e ¢ produzida através da
hidroélise enzimatica por enzimas gastrointestinais, como pepsina e tripsina. Dessa forma, ela
consegue atravessar a parede intestinal e entrar na corrente sanguinea (Korhonen; Pihlanto,
2006; Chia et al., 2017). Estudos mostram que a ingestdo de leite da variante Al (genotipo
AT1A1 ou A1A2) estd associada a desconfortos digestivos, lentificagdo do transito intestinal e
aumento de marcadores inflamatorios. Em contrapartida, o consumo de leite tipo A2 nao esta
relacionado a distarbios clinicos (Barnett et al., 2014).

Os leites provenientes de vacas que produzem exclusivamente beta-caseina A2 ndo
geram o peptideo bioativo BCM-7 em seu processo digestivo, evitando os efeitos adversos a
saude associados ao seu consumo (He et al., 2017).

O objetivo ¢ investigar a resposta imunoldgica mediada por imunoglobulina G (IgG)

em soros humanos expostos a proteinas do leite de vaca com genotipos A1A1 e A2A2.

2 MATERIAIS E METODOS

Para avaliar a resposta imunoldgica mediada por IgG, foram coletadas amostras de soro
humano de dois individuos voluntarios. Para o ensaio, utilizamos a técnica de ELISA indireto.
Leites com genétipos A1A1 e A2A2 foram previamente genotipados por PCR, submetidos a
desnaturacdo térmica e imobilizados diretamente em placas de poliestireno de 96 pocos. Apos
o bloqueio com solu¢ao de BSA a 1%, os soros foram adicionados nas placas, diluidos em PBS-
Tween, e incubados a 37°C por 1 hora. Apos lavagens, foi adicionada IgG anti-humana

conjugada a peroxidase (HRP), seguida da adicdo do substrato cromogénico TMB. A reacgdo
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foi interrompida com H.SO4 1M e a absorbancia foi lida a 450 nm. Cada condigdo foi testada

em triplicata.
3 RESULTADOS

Os niveis de IgG reativa ao leite A1Al e ao leite A2A2 foram quantificados por
absorbancia. Um dos pacientes apresentou niveis similares de IgG para ambas as variantes de
leite, enquanto o outro paciente apresentou uma maior reatividade (maior absorbancia) ao leite
AlAl em comparagdo ao leite A2A2. Esse resultado sugere uma maior sensibilizacao

imunoldgica ao leite contendo beta-caseina A1l nesse individuo.
4 DISCUSSAO

A observagdo de niveis elevados de IgG contra a proteina A1 em um dos pacientes ¢
consistente com a hipotese de que a beta-caseina Al pode desencadear uma resposta
imunoldgica mais intensa em individuos sensiveis. Esse achado ¢ biologicamente plausivel,
considerando que a beta-caseina A2 ¢ estruturalmente mais proxima da beta-caseina presente
no leite humano, o que pode explicar uma menor imunogenicidade. O fato de um paciente ter
apresentado resposta semelhante as duas variantes reforca a ideia de que a resposta € individual
e pode depender de multiplos fatores, incluindo historico alimentar, microbiota intestinal e

predisposi¢ao genética.
5 CONCLUSAO

Os resultados preliminares indicam que a exposicao a proteinas do leite com diferentes
genotipos de beta-caseina pode induzir niveis varidveis de IgG em individuos distintos. A maior
reatividade ao leite A1A1 em um dos casos refor¢a a relevancia de considerar o perfil proteico
do leite em situagdes de hipersensibilidade alimentar. Estudos com maior numero de

participantes serdo necessarios para confirmar esses achados e sua aplicabilidade clinica.
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