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RESUMO

MAGALHAES, Amélia Cristina Mendes de, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
junho de 2007. Metabolismo protéico e energético e estudo ultra-estrutural da
glandula mamaria de cabras lactantes de diferentes genotipos para alphas;-
caseina. Orientador: Marcelo Teixeira Rodrigues. Co-orientadores: Adilson Ariza
Zacaro ¢ Maria Amélia Menck Soares.

Considerando a hipotese de que variagdes no gene da o,-caseina possam afetar o
metabolismo protéico e energético em cabras lactantes, e em conseqiiéncia suas
exigéncias nutricionais, uma série de trés experimentos foi elaborada para analisar esta
possibilidade, avaliando-se o desempenho animal, a eficiéncia de uso da proteina e da
energia, a composi¢ao de caseinas e acidos graxos, e a morfologia da glandula mamaria.
No primeiro experimento avaliou-se o desempenho como também as eficiéncias de
utiliza¢do de energia e do nitrogénio para a sintese de leite, de cabras com os genotipos
AA, EE, EF e AF para og-caseina e alimentadas com dietas apresentando
concentragdes de 14% e 17% de proteina bruta. Para a determinacdo da eficiéncia de
utilizagdo de nutrientes utilizou-se um ensaio de digestibilidade com coleta total de
fezes, alem de coletas totais de urina e leite. A interacdo entre os niveis de proteina da
dieta e os genotipos para o -caseina nao se apresentou significativa (P>0,05) para todas
as variaveis avaliadas neste experimento. Animais pertencentes ao genotipo AA
apresentaram valores de consumos de matéria seca, energia liquida, energia
metabolizavel e o balango energético superiores aos dos animais do genotipo AF. Nao

se observou diferengas, entre os genotipos estudados, nos valores de eficiéncia bruta e
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liquida de utilizacao da energia metabolizavel, sendo estes valores médios de 66,21 e
30,66%, respectivamente. O balanco de nitrogénio apresentou-se superior nos animais
que consumiram a dieta com 17% de PB e a eficiéncia de utilizagdo maior para a dieta
com 14%. A maior excre¢do de nitrogénio na urina (NUEX), os maiores teores de
nitrogénio uréico no plasma e a menor eficiéncia liquida de utilizacdo da proteina
metabolizdvel nos animais consumindo a dieta com 17% de proteina bruta fornecem
indicios de que este teor protéico encontra-se acima das exigéncias de proteina das
cabras lactantes deste experimento. Nao foram observados efeitos significativos dos
gendtipos analisados e dos niveis de proteina na dieta sobre a producdo diaria de leite e
os conteudos de gordura, lactose e extrato seco total e de energia no leite. O segundo
experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos dos gendtipos para o -
caseina do leite sobre a composicao e o perfil de caseinas e de acidos graxos no leite de
cabras foram utilizadas cabras com os genotipos AA, EE, EF e AF para os-caseina e
submetidas aos teores de 14% e 17% de proteina bruta na dieta. A composi¢do do leite
foi determinada utilizando-se espectrofotometria por radiacao infravermelha, o perfil de
caseinas por cromatografia liquida e o perfil de dcidos graxos por cromatografia gasosa.
Para todas as varidveis avaliadas neste experimento ndo foram observados efeitos
significativos (P>0,05) da interacdo entre os niveis de proteina da dieta e os gendtipos
para oyj-caseina. A concentracdo relativa de ogj-caseina nos animais contendo alelos
homozigotos de alta expressdo de og-caseina (AA) e nos heterozigotos (AF)
apresentou-se como 24,88 e 21,80%, respectivamente, sendo superior aos dos animais
dos demais genotipos. Os teores de proteina bruta do leite apresentados pelos animais
do gendtipo AA (31,68 g/L) foram significativamente superiores apenas aos dos
animais do gendtipo EF (29,01 g/L), embora ndo tenha diferido estatisticamente dos
valores apresentados nos animais dos genotipos EE (29,94 g/L) e AF (30,24 g/L). A
concentracdo de proteina verdadeira do leite (g.L™') foi superior para os animais de
genotipo AA quando comparada a dos animais dos gendtipos EE e EF, em
respectivamente, 5,5% e 9,3%. Nos genotipos homozigotos AA e EE observaram-se os
niveis de expressdao de oy-caseina de 6,10 e 3,60g/L de leite, podendo-se inferir que a
expressdo por alelo, nestes casos, foi de respectivamente 3,05 e 1,8g/L de leite. Os
animais do genotipo AA apresentaram os menores teores de k—caseina e este fato
associado a um maior conteido de ag-caseina pode estar relacionado ao maior

rendimento industrial atribuido ao leite dos animais deste genotipo. Nao foram
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observados efeitos dos teores de proteina bruta da dieta sobre o porcentual de proteina
verdadeira, proteina bruta e caseinas totais e individuais no leite. O perfil médio dos
acidos graxos no leite das cabras, os teores totais de acidos graxos saturados e
insaturados, mono e poliinsaturados ndo apresentaram efeitos significativos dos
genotipos analisados e das concentragdes de proteina na dieta. Apenas os acidos graxos
C6:0, C8:0 e C17:0 apresentaram-se em maiores concentragdes nos animais recebendo a
dieta com 14% de proteina bruta. O terceiro experimento foi conduzido com o objetivo
de verificar os efeitos dos diferentes gendtipos para asj-caseina (AA, EE, EF e FF)
quando analisados parametros relativos a morfologia do parénquima mamario e das
células secretoras do leite de cabras adultas e em lactagdo. As analises foram realizadas
a partir de bidpsias teciduais e os critérios morfoldgicos basearam-se na descri¢ao
histologica e ultra-estrutural (microscopia eletronica de transmissao). O parénquima da
glandula mamadria apresentou um padrdo de organizagdo geral Unico e independente dos
gendtipos para ogj-caseina. O parénquima mostrou-se formado por alvéolos, os quais
sdo compostos por um epitélio com células secretoras colunares, células indiferenciadas
e células mioepiteliais. No espago interlobular observou-se a presenca de um estroma
constituido de tecido conjuntivo tendendo a frouxo, vasos sanguineos, plasmocitos e
mastocitos. No limen alveolar observou-se a presenca de secrecao lactea com células de
descamacgdo e polimorfonucleares. As células indiferenciadas do epitélio secretor ndo se
estendem até a superficie luminal e apresentaram pleomorfismo quanto ao tamanho e a
forma e também poucas organelas; no entanto apesar de exibirem polimorfismo nuclear,
a cromatina do nucleo das células maiores mostrou-se mais eucromatica que aquela
observada nas células menores. A ultra-estrutura das células epiteliais secretoras no
genotipo AA revelou um citoplasma quase que totalmente preenchido por reticulo
endoplasmatico rugoso, cisternas e vesiculas do aparelho de Golgi, além de numerosas
mitocondrias. As caracteristicas citoplasmaticas das células secretoras dos genotipos EE
e EF mostraram-se diferentes daquelas observadas no gendtipo AA, por apresentarem a
luz do reticulo endoplasmatico rugoso e das cisternas do Golgi muito dilatadas. A ultra-
estrutura das células secretoras do genotipo AF mostrou um padrao intermedidrio de
dilatacdo da luz do reticulo endoplasmdtico rugoso e das cisternas e vesiculas do

aparelho de Golgi.
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ABSTRACT

MAGALHAES, Amélia Cristina Mendes de, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
June, 2007. Protein and energy metabolism and study of mammary
parenchyma morphology in dairy goats with different as;-casein genotypes.
Adviser: Marcelo Teixeira Rodrigues. Co-Advisers: Adilson Ariza Zacaro and
Maria Amélia Menck Soares.

Taking into consideration the hypothesis that variations in genotypes for o-
casein in milk may interfere on both efficiency of use and partitioning of nutrients for
dairy goats and as a consequence on its nutritional requirements, a series of three
experiments was conducted to evaluate animal performance, the energy and nitrogen
efficiency and partitioning to milk synthesis, milk composition and mammary gland
morphology. In the first experiment both animal performance and the efficiency of
energy and nitrogen use for milk synthesis were evaluated by using goats of different
genotypes named AA, EE, EF and AF for the os-casein and fed diets of 14 and 17%
CP. A digestibility assay and total collection of urine and milk was performed to
determine use and partitioning of energy and protein. No significant effect (P>0.05) was
observed for the interaction level of protein and genotype to all variables tested. Higher
values of intake of dry matter, of available energy and also for energy balance were
observed for animals carrying the AA genotype as compared to those carrying the AF
genotype. Efficiency of use of available energy was similar among genotypes averaging
66.21 and 30.66% for net and gross efficiency for ME respectively. Nitrogen balance

presented superior for goats fed diets with 17% CP whereas higher efficiency of use of
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nitrogen was obtained for those receiving rations with 14% CP. The higher values of
nitrogen excreted in urine, expressed as exogenous urinary nitrogen (ExoUN), of the
plasma urea and lower net efficiency for using metabolizable (MP) observed for animals
fed diets with 17% CP leads to suggests that the amount of protein used was over
protein requirement for lactation. A second experiment was conducted to evaluate the
effect of genotype for ag-casein on milk composition and profile of both casein and
fatty acids by using goats of different genotypes named AA, EE, EF and AF for the ag-
casein when fed diets with 14 and 17% CP. Milk composition was determined by using
infrared spectroscopy, the casein profile by liquid chromatography and fatty acids
profile by gas chromatography. No significant effect (P>0.05) was observed as the
interaction level of protein and genotype was tested for the independent variables
studied. The relative concentrations of o-casein in animals carrying both homozygous
alleles of high expression (AA) and for those heterozygous for high and low expression
(AF) were of 24.88 and 21.80%, respectively, and considered higher as compared to EE
and EF genotypes. Porcentage of milk protein for animals of the AA (31.68 g/L)
genotype was higher as compared to those with the EF (29.01 g/L) genotype but similar
to goats carrying the EE (29.94 g/L) and AF (30.24 g/L) genotype. Concentration of
true protein was higher for the AA animals as compared to those carrying the EE and
EF genotype by 5.5 and 9.3%, respectively. For animals of homozygous genotypes,
named AA and EE, levels of as-casein expression were 6.10 and 3.60 g/L of milk,
respectively, which leads to assume that the expression per allele in both cases were of
3.05 and 1.8 g/L of milk. Goats of AA genotype presented the lower levels of k-casein
and that fact associated with a higher concentration of o;-casein may be related to the
higher industrial output attributed to the milk from animals of that genotype. No
difference was found as levels of protein on diet were compared for milk protein
porcentage and total casein concentration. Milk fatty acids profile, the ratio of saturated
and unsaturated fatty acids concentration and mono and polyunsaturated fatty acids
were similar as both main effects of genotypes and level of protein were studied but
concentration of C6:0, C8:0, and C17:0 were higher for animals fed diet with 14% CP.
Taking into consideration the hypothesis that genotypes for oy-casein in milk may
interfere on cell organelles involved with milk synthesis in goats a third experiment
objected to evaluate and describe mammary parenchyma morphology in lactating goats

of different genotypes named AA, EE, EF and AF for the os;-casein when fed diets with
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14 and 17% CP. Evaluation was carried out by tissue biopsy and histological analysis
and ultra structure (electronic and transmission microscopy). A unique general pattern
of organization was presented in both histological and ultra structural analysis of
parenchyma. Despite the genotype for os-casein, parenchyma was comprised of
alveolar lobules, compounded by columnar epithelial secretory cells, undifferentiated
cells, and mioepithelial cells. For the interlobular space it was observed the presence of
conjunctive stroma, blood vessels of specialized cells such as plasmocytes and
mastocytes and in the alveolar lumen the presence of lacteal secretion, desquamation
cells and polymorphonuclears. The undifferentiated cells into the mammary gland
parenchyma presented pleomorphism concerning size and shape, little cytological
differentiation of cytoplasm and the presence of polymorphic nucleus, with different
pattern of condensation of chromatin, which tended to be more decondensed’ or
euchromatic for larger cells and more condensed and heterochromatic for the smaller
ones. The ultra structure of epithelial cells of mammary gland in animals carrying the
genotype AA reveled cytoplasm comprised mostly by roughly endoplasmic reticulum
and typical vesicles of Golgi apparatus in addition of numerous mitochondria.
Conversely, cells in animals carrying the genotype EE, and EF presented dilations of
vesicles of endoplasmic reticulum and Golgi cisterns. The ultra structure of epithelial
cells of mammary gland in animals of goats carrying the genotype AF showed a pattern
of vesicles fairly expanded, intermediary of those presented in both AA and EE/EF
genotypes.
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1. INTRODUCAO GERAL

O leite de cabra constitui importante fonte de nutrientes para humanos quando
usado como parte de uma dieta balanceada. O crescimento na demanda global por leite
de cabra esta potencialmente relacionado as suas propriedades dietéticas, ao aumento na
renda familiar em paises em desenvolvimento e ao reconhecimento de suas
propriedades terapéuticas (FAO, 2001; DUBEUF et al., 2004).

A utilizacdo do leite de cabra como alimento funcional baseia-se,
principalmente, na sua composi¢do quimica, particularmente rica em macrominerais e
acidos graxos de cadeia curta e média e, pelo menor conteudo de a;-caseina relativo ao
leite de vaca. Também possuem impacto positivo sobre a melhor tolerabilidade e
digestibilidade deste produto, a maior propor¢do de globulos de gordura de menor
diametro e as caracteristicas proprias de agregagcdo das micelas de caseina que tendem a
formar coagulos mais macios (ALONSO et al., 1999; ATTAIE e RICHTER, 2000).

A os-caseina ¢ a principal proteina do leite de vaca, representando 36-40% do
total de caseinas, enquanto que, no leite de cabra, seu conteudo ¢ inferior, podendo
variar de zero a 25% do total de caseinas (MARTIN, 1997, BRAMANTI et al., 2003).
Menores propor¢des de ag-caseina no leite de cabra apresentam influéncia, ja
comprovada, sobre a consisténcia do coagulo de queijo, a diminui¢cdo do rendimento
industrial, o aumento das caracteristicas de lipolise espontanea e a menor alergenicidade

deste produto.



As proteinas do leite de cabra sao similares as do leite de vaca quanto a
classificagdo, mas a proporc¢ao relativa destas difere entre estas espécies e, dentro das
populacdes caprinas podem apresentar expressivas variagdes em funcdo de
polimorfismos genéticos, principalmente, o relacionado ao 16cus da ay-caseina, que
tem sido intensivamente estudado e relatado nas ultimas décadas (BOULANGER et al.,
1984; GROSCLAUDE et al., 1987; MAHE e GROSCLAUDE, 1989; LEROUX et al.,
1990; DAVID e DEUTCH, 1992; MARTIN, 1993; PEREZ et al., 1994; MARTIN,
1997; MARTIN et al., 1999; RAMUNNO et al., 2000; BEVILACQUA et al., 2002;
COZENZA et al., 2003; RAMUNNO et al., 2004). Martin (2000) e Neveu et al. (2002)
relataram a ocorréncia de 18 alelos no locus da o, -caseina.

Nos diferentes genotipos para aj-caseina sdo observadas diferencgas nos teores
de proteinas totais, proteinas do soro e na propor¢do de caseinas (MORGAN et al.,
2001). A concentragdo de agj-caseina pode variar de 0 a 3,6 g/LL de leite/alelo entre os
genotipos, ou seja, de 0 a 7,2 g/L de leite, sendo que, nos gendtipos de maior produgdo
de oyi-caseina, tém-se observado porcentuais de proteinas totais e gorduras no leite
também superiores (CHILLIARD et al., 2003).

Para a ag-caseina presente no leite da espécie caprina tem sido relatada a
ocorréncia de sete classes destas proteinas (A, B, C, D, E, F e G) e quatro niveis de
expressdo. O nivel de alta expressdo, associado aos alelos A, By, B, B3 B4, C, L e H,
apresenta-se com 3,6-4,2 g de oy -caseina/litro de leite/alelo, o nivel de expressao
intermediaria (alelos E e I) com 1,6 g/litro de leite/alelo, o de baixa expressao (alelos D,
F e G) com 0,6 g/litro de leite/alelo (RAMUNNO et al., 2000; NEVEU et al., 2002) ¢ o
nivel nulo (alelo O ou N) sem expressao de og-caseina (GROSCLAUDE et al., 1994;
MARTIN et al., 1999; COZENZA et al., 2003). O grau de expressao dos demais alelos
nao foi encontrado na literatura consultada.

As variantes protéicas da og-caseina A, B, C ¢ E, contendo 199 residuos de
aminoacidos, diferenciam-se por substituigdes de aminoacidos, enquanto que as
variantes D e F apresentam alteragdes estruturais mais profundas, envolvendo a dele¢ao
interna de, respectivamente, 11 ¢ 37 residuos de aminoacidos (BRIGNON et al., 1989;
BRIGNON et al., 1990; MARTIN, 1993, MARTIN et al., 1999) e a variante G, dele¢do
de 13 aminoacidos (14 ao 26) (MARTIN e LEROUX, 1994, citados por MARTIN et al,
1999).



Os alelos de alta produgdo de og-caseina possuem o gene “completo”, sem
mutagdes graves que comprometam sua funcionalidade, diferindo um do outro apenas
por substituicdo de nucleotideos que determinam alteragdes de aminoacidos na proteina,
que, aparentemente, ndo causam diferenca na funcionalidade da molécula (MARTIN et
al., 1999; BEVILACQUA et al., 2002).

O alelo mutante E caracteriza-se pela inser¢do de uma seqiiéncia de 457pb no
éxon 19, correspondendo a um longo elemento repetitivo (LINE), que determina uma
diminui¢do no conteido de RNAm que tem sido associada tanto a redug@o na taxa de
transcricdo quanto a uma possivel diminui¢cdo na estabilidade dos RNAm transcritos
(PEREZ et al., 1994; MARTIN et al., 1999).

As principais variagdes mutacionais observadas no alelo F sdo a delecao de uma
base nitogenada (citosina) no éxon 9 e duas inser¢des uma de 11 e outra de 3 pb no
intron 9. A delecdo do referido nucleotideo pode determinar o aparecimento de um
prematuro cdédon de terminagdo no transcrito e, as insergdes, alteragdes no mecanismo
de splicing durante o processamento do RNAm (LEROUX et al., 1990; LEROUX et al.,
1992). Nove diferentes tipos de RNAm, transcritos a partir de clones do alelo F, foram
isolados e caracterizados, sendo nestes, frequentemente observada a eliminacdo dos
éxons 9, 10 e 11 durante o processo de maturacdo dos transcritos primarios além de
outras alteragdes (LEROUX et al., 1992; RAMUNO et al., 2005).

Anadlises estruturais das proteinas e das seqiiéncias de nucleotideos tém
permitido o entendimento das bases moleculares deste polimorfismo e sua utilizacao
para fins de melhoramento genético (GROSCLAUDE et al., 1987, MARTIN et al.,
1999). A selecdo baseada na variacdo genética do gene da o -caseina tem sido utilizada
em programas de selecdo genética na Franga, sendo este pais considerado o maior
produtor de queijos de cabra do mundo.

Neste contexto, considera-se relevante a pioneira parceria firmada entre a
Universidade Federal de Vigosa e a Unioeste-PR para o desenvolvimento de
metodologias de andlises genéticas visando a identificacdo dos alelos envolvidos no
polimorfismo do gene da o, -caseina em caprinos no Brasil. As informagdes genéticas
advindas de levantamentos das freqiiéncias alélicas do gene da oi;-caseina nos rebanhos
leiteiros nacionais, inclusive os compostos por animais de ragas nativas presentes na

regido nordeste do Brasil possibilitardo a implantagdao de programas de sele¢ao genética,



com objetivos de aumentar ou diminuir o teor de oy-caseina do leite de cabra,
dependendo da finalidade de mercado que este possuir.

Os teores de proteinas e gorduras do leite apresentam grande relevancia tanto do
ponto de vista nutricional quanto industrial e, portanto, sdo alvos de pesquisas
envolvendo aspectos zootécnicos relacionados a fatores nutricionais, ambientais e
genéticos que determinam variagdes nas suas concentragdes no leite. Sabendo-se que os
teores de proteinas e gorduras no leite de cabras podem diferir entre os gendtipos para
os1-caseina, estas variagoes podem gerar erros na analise de efeitos nutricionais sobre a
composicdo do leite, quando os animais ndo sdo geneticamente identificados e
separados. Ademais, pode haver diferenca na eficiéncia de utilizagdo de energia para a
sintese de leite, entre genOtipos para oy-caseina, a exemplo, do observado por
Schmidely et al. (2002) com relagdo a eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio, que se
apresentou superior em cabras com genotipos de alta expressdo de oyj-caseina. O
conhecimento de diferencas na eficiéncia de utilizagdo de energia e nitrogénio entre
diferentes gendtipos possibilita o ajuste das exigéncias nutricionais visando otimizar a
utilizac¢ao de nutrientes dietéticos para a producao de leite.

Um outro aspecto a ser destacado ¢ que o perfil de acidos graxos caracteristico
do leite de cabra, particularmente rico em acidos graxos de cadeia curta e média, eleva
este produto a condi¢do de alimento funcional, devido, principalmente a sua maior
digestibilidade. Apesar de a variacao no teor de gordura do leite de cabra em funcao dos
genotipos da oy -caseina ser conhecida, ndo hé relatos se esta ¢ acompanhada por
mudanca no perfil de acidos graxos do leite. Sendo assim, a comparacdo do perfil de
acidos graxos entre animais de diferentes genotipos para osj-caseina poderd constituir
importante ferramenta para se inferir sobre a influéncia destes sobre a digestibilidade do
produto lacteo caprino e seu papel como alimento funcional.

Alteragdes morfoldgicas nas células do tecido mamario tém sido relatadas nos
genotipos de baixa expressdo de ayj-caseina, sendo estas sugestivas de disfun¢do no
mecanismo de secrecao de proteinas e lipideos no leite. Dados morfologicos de células
epiteliais mamarias indicam que a agregacao das caseinas, para a formacao das micelas,
inicia-se dentro das vesiculas do complexo de Golgi, apds a fosforilagdo das mesmas, e
¢ dependente da concentragdo de oyj-caseina (CHANAT et al.,, 1999). A analise
estrutural por meio de microscopia convencional e eletronica de transmissao do tecido

mamario de cabras em lactagdo tem por objetivo elucidar se os menores teores de



proteinas e gorduras, nos genotipos de menor expressao de oyj-caseina encontram-se
associadas a diferencas na ultra-estrutura do parénquima mamario.

A condugdo experimental deste estudo teve por objetivo verificar a interferéncia
de quatro genotipos para ag-caseina (AA, EE, EF e AF) sobre a eficiéncia de utilizagao
de proteina e energia da dieta, bem como sobre a produgdo e composi¢do do leite, perfil
de acidos graxos e ultra-estrutura do tecido mamario de cabras em lactacdo. Dois niveis
de proteina bruta foram utilizados nas dietas experimentais com o objetivo de avaliar se
as diferengas genéticas existentes quanto ao gene da oag-caseina e a adogdo de
concentragdes distintas de proteina na dieta atuam de maneira interativa ou
independente sobre a resposta animal e, se maiores concentragdes de proteina na dieta
poderiam ser aproveitadas, com maior eficiéncia, por animais de alta expressao de -
caseina. Para a determinagdo da eficiéncia de utiliza¢do de energia e proteina utilizou-se
metodologia de ensaio de digestibilidade com coleta total de fezes, urina e leite. A
composicao do leite foi determinada por andlises de proteina bruta, gordura, lactose por
meio de espectrofotometria por radiacdo infravermelha, perfil de caseinas por
cromatografia liquida e perfil de 4cidos graxos por cromatografia gasosa. As alteragdes
morfoldgicas das células espiteliais da glandula mamaria nos diferentes genotipos para
asi-caseina foram elucidadas através de andlises de microscopia eletronica de

transmissao.



2. REVISAO DE LITERATURA

A producdo animal é definida pela interacdo entre o genétipo e as condigdes
ambientais. A selecao genética e o uso de praticas de manejo adequadas sdo ferramentas
que possibilitam melhoria no desempenho animal e maior grau de especializacdo na
atividade. O sucesso no aumento da produtividade ¢ dependente da utilizagdo racional
destes dois componentes, genética e ambiente (PIERRE et al., 1996).

No inicio da década de 1970, um novo enfoque foi dado ao estudo dos genes.
Com o surgimento de novas técnicas de analise genética, tornou-se possivel manipular o
DNA, alterar e seqilienciar os genes e introduzi-los em outros organismos. A
manipulagdo do DNA vem sendo utilizada em vérias areas, tanto na humana quanto nas
areas animal, vegetal e de microorganismos.

Atualmente destaca-se o aumento da utilizacdo de técnicas que utilizam
marcadores moleculares para deteccdo de polimorfismos no DNA em pesquisas
genéticas com animais (VIGNAL et al., 2002).

A selegdo genética para producao de leite desencadeou varios estudos com os
genes das proteinas do leite. As relagdes diretas, entre os variantes alélicos e as
diferengas nos contetidos de proteinas e nas propriedades fisico-quimicas do leite,
podem ser utilizadas como ferramentas para a melhoria da produgdo dos rebanhos.
Desde o descobrimento do polimorfismo genético da [-lactoglobulina por
Aschaffenburg e Drewry (1955), outras variantes protéicas tém sido descobertas para a
maioria das proteinas lacteas, levando, conseqlientemente, ao aumento dos estudos

nessa area (BRIGNON et al., 1989; BARBIERI et al., 1995; MARTIN, 1993).



As proteinas do leite sdo classificadas em duas fragdes, a micelar que
compreende as caseinas o, O, B, € K que sdo predominantes no leite da maioria das
espécies de mamiferos e a das proteinas soluveis, que compreendem principalmente as
o—lactoalbuminas, p—lactoglobulinas, imunoglobulinas, lactoferrinas, lactoperoxidases,
e outras enzimas (BRAMANTI et al., 2003).

As caseinas constituem um grupo heterogéneo de fosfoproteinas sintetizadas na
glandula mamaria em resposta a hormonios lactogénicos e outros estimulos e secretadas
como grandes agregados coloidais, na forma de complexos estaveis com fosfatos de
calcio formando as micelas (AMBROSOLI et al., 1988). O conhecimento da
composicdo de caseinas micelares mostra-se importante pela possivel interferéncia
destas no tamanho das micelas, nos processos de agregacdo, na acdo de enzimas
proteoliticas e no processamento industrial do leite (BRAMANTI et al., 2003). Sua
importancia e abundancia para a industria leiteira t€ém feito dela um alvo para estudos
bioquimicos, tornando-a talvez, a proteina mais amplamente estudada dentre todas as
proteinas alimentares.

As caseinas (o1, 02, B € k) sdo as principais proteinas presentes no leite de
espécies ruminantes, representando cerca de 80 % do total de proteinas, sendo
codificadas, respectivamente, pelos genes CSN1S1, CSN2, CSN1S2 e CSN3 localizados
em cluster no cromossomo 6 caprino e bovino (RIJNKELS, 2002; COZENZA et al.,
2003; SZYMANOWSKA et al., 2003). As caseinas o, o € [ sdo sensiveis a
precipitacdo com calcio e possuem similaridades no peso molecular (= 24 kDa), na
localizagdo dos sitios de fosforilagdo, na regido reguladora flanqueadora 5’ do gene e na
estrutura génica representada por pequenos éxons e baixa relagdo éxons/introns
(RIJNKELS, 2002). Sugere-se que a estreita relagdo de proximidade e similaridade
destes genes possa influenciar a heranga comum destes, acompanhada apenas por
pequenos fendmenos de recombinagdo (SZYMANOWSKA et al., 2003).

As proteinas do leite de cabra sdo similares as do leite de vaca quanto a
classificagdo, mas, o conteudo e a propor¢do destas diferem entre estas espécies e,
dentro das populagdes caprinas, podem apresentar variagdes em fungdo do
polimorfismo genético principalmente o relacionado ao l6cus da ogj-caseina. A o-
caseina representa no leite de cabra, em média, 10 % (0-25 %) do total de caseinas,
enquanto que no leite de vaca esta se apresenta como a principal caseina e constitui

38 % do total de caseinas (MARTIN, 1997).



Na espécie caprina, o intenso e complexo polimorfismo genético presente no
locus do gene da ag-caseina tem sido intensivamente estudado e relatado nas ultimas
décadas (BOULANGER et al, 1984; GROSCLAUDE et al., 1987, MAHE e
GROSCLAUDE, 1989; LEROUX et al., 1990; DAVID e DEUTCH, 1992; MARTIN,
1993; MARTIN et al., 1999; RAMUNNO et al., 2000; BEVILACQUA et al., 2002;
COZENZA et al., 2003; RAMUNNO et al., 2004). Neste locus, ja foram identificados
18 alelos associados a diferencas quantitativas e qualitativas no perfil de proteinas do
leite (NEVEU et al., 2002).

Andlises estruturais das proteinas e das seqiiéncias de nucleotideos tém
permitido o entendimento das bases moleculares deste polimorfismo e a especulagdo de
que isto pode ser explorado para fins de melhoramento genético (GROSCLAUDE et al.,
1987; MARTIN et al., 1999).

Meétodos analiticos, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia e fase
reversa (RP-HPLC) e eletroforese em gel de poliacrilamida tém sido utilizados, para
distinguir e caracterizar as multiplas classes de proteinas associadas a esta variabilidade
genética (MARTIN et al., 1999). Até o presente, considera-se a ocorréncia sete classes
de proteinas (A, B, C, D, E, F e G) e quatro niveis de expressdao da o,;-caseina no leite
da espécie caprina. O nivel de alta expressdo, associado aos alelos A, B, C, L e H,
apresenta-se com 3,6-4,2 g de oy -caseina/litro de leite/alelo, o nivel de expressdo
intermediaria (alelos E e I) com 1,6 g/litro/alelo, o de baixa expressdo (alelos D, F e G)
com 0,6 g/litro de leite/alelo (MAHE e GROSCLAUDE, 1989; RAMUNNO et al.,
2000; NEVEU et al., 2002) e o nivel nulo (alelo O), ndo possui expressdo de oi-
caseina (GROSCLAUDE et al., 1994; MARTIN et al., 1999; COZENZA et al., 2003).
O grau de expressao dos demais alelos ndo foi encontrado na literatura consultada.

A determinagdo analitica das fragdes, o), a2, B € K da caseina por meio de
cromatografia liquida de fase reversa de alta defini¢do (RP-HPLC) tem apresentado
maior eficiéncia quando comparada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
(JAUBERT e MARTIN, 1992; TRUJILLO et al., 2000; MOATSOU et al., 2004).

As variantes protéicas da og-caseina A, B, C ¢ E, contendo 199 residuos de
aminoacidos, diferenciam-se por simples substitui¢des de aminoacidos, enquanto que as
variantes D e F apresentam alteragdes estruturais mais profundas, envolvendo a delecao

interna de respectivamente 11 e 37 residuos de aminoacidos (BRIGNON et al., 1990;



MARTIN, 1993) e a variante G, delecao de 13 aminoacidos (14 ao 26) (MARTIN e
LEROUX, 1994, citados por MARTIN et al., 1999).

No Brasil, os gendtipos e as freqiiéncias de alguns alelos (A, B, F e nulo) para
asi-caseina foram inferidos com base nas proteinas do leite, pela técnica de eletroforese
em gel descontinuo de poliacrilamida (LA GIOIA et al., 2000); contudo, este método
permite analisar somente as fémeas em produ¢do e tem ainda a restricdo de separar
apenas as proteinas com diferentes cargas liquidas.

O polimorfismo genético das proteinas resulta de mutacdes envolvendo
substitui¢do, inser¢ao ou delecdo de um ou mais nucleotideos e pode ser detectado por
analises de DNA para identificagdo de pontos de mutagdes ou fendmenos de rearranjos
(MOIOLI et al., 1998; MARTIN, 1993). Estas altera¢des podem ocorrer em regides
codificadoras ou reguladoras do gene da o -caseina.

Os conteudos de proteinas e lipideos do leite de cabra constituem fatores
determinantes da qualidade deste e de seus derivados. A diversidade genética das
caseinas no leite da espécie caprina associada a existéncia de uma variabilidade
quantitativa das fragdes de proteinas e gorduras oferece uma oportunidade para a
selecdo com fins de melhoria das caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas,
nutricionais, terap€uticas, tecnologicas e imunologicas do leite de cabra.

O conteudo e a propor¢do das caseinas do leite apresentam importante relagao
com as caracteristicas tecnoldgicas dos produtos lacteos, por serem estas as unicas
proteinas coagulaveis do leite. A producao de queijo baseia-se na liberagdo do dominio
polar das k—caseinas e conseqiiente exposicdo das caseinas sensiveis ao calcio,
aumentando assim a superficie hidrofobica das micelas, o que favorece a coagulagdo
das mesmas (MOIOLI et al., 1998).

Nos diferentes genotipos para o, -caseina sdo observadas diferengas nos teores
de proteinas totais, caseinas totais, proteinas do soro e na propor¢ao de caseinas
(MORGAN et al., 2001). Ambrosoli et al. (1988) observaram que o leite de cabras
Alpinas e Saanen com gendétipos de alta expressdo de ayj-caseina foi associado a
maiores teores de sélidos totais, proteina totais, caseinas e fosforo.

Variacdes nos teores de proteina e gorduras do leite de cabra, nos diferentes
gendtipos para a,j-caseina, podem afetar caracteristicas tecnologicas do leite, tais como
velocidade de coagulagdo, rendimento, sabor e consisténcia dos produtos, sendo

necessario que tais parametros sejam acompanhados ao longo da lactacdo. Em cabras



observa-se apos o pico de producdo um processo de involucao gradual da glandula
mamadria, caracterizado pela diminui¢do do niimero de células secretoras e queda na
produgdo de leite (WILDE e KNIGHT, 1989) e de forma oposta, a concentracdo de
caseinas apresenta-se em declinio até o pico da lactacdo onde atingem valores minimos
¢ a partir deste ponto tendem a aumentar (BROWN et al., 1995).

As propor¢des das caseinas individuais também apresentam alteracdes ao longo
da lactacdo com diminui¢do das caseinas a e 3 € aumento das caseinas k e y (resultantes
da degradacao proteolitica principalmente das 3 caseinas). Este fato ¢ consistente com o
aumento da degradacdo proteolitica pela plasmina, uma proteinase alcalina, e seu
precursor inativo o plasminogénio que se encontram intimamente ligados as micelas de
caseina no leite (POLITIS et al., 1992) e que estdo associados in vivo com a diminuigdo
das concentragdes relativas de o ¢ B caseinas em bovinos (POLITIS et al., 1990) e
aumento das y caseinas.

A atividade do plasminogénio no leite de cabra apresenta-se significativamente
inferior a observada nos leites de vacas e ovelhas, mas esta ¢ compensada pela elevada
atividade do ativador de plasminogénio. No estddio final da lactagdo, a elevada
atividade de plasmina e do ativador de plasminogénio no leite de cabra esta
negativamente relacionada com as propriedades de coagulagdo devido a degradacdo da
caseina (FANTUZ et al., 2001).

Remeuf (1993) ao comparar o leite de cabras homozigotas AA, EE e FF para o
gene da oyj-caseina ndo observou diferengas na estabilidade dos leites dos diferentes
genotipos ao calor, mas, observaram-se diferencas significativas nos teores de gordura,
nitrogénio total, proteinas e caseinas do leite sendo estes decrescentes na ordem dos
gendtipos AA, EE e FF. As micelas de caseina apresentaram diametros crescentes na
ordem dos gen6tipos AA (221 nm), EE (264 nm) e FF (268 nm). As micelas de caseinas
no gendtipo AA além de menores apresentaram menor teor de minerais (mg de
calcio/mg de caseina) que as micelas dos genotipos EE e FF e melhores caracteristicas
de coagulacao.

No leite do gendtipo AA para osj-caseina, os parametros de coagulacao de
firmeza maxima do gel e a velocidade de formagdo do gel apresentam-se superiores aos
observadas para o leite do genotipo FF (REMEUF, 1993). Também foram observados
maiores teores de solidos totais nos queijos, rendimento e recuperagdo de gordura

(PIRISI et al., 1994).
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Queijos produzidos a partir de leites com maiores teores de o -caseina
(gendtipo AA) foram associados a sabores caracteristicos dos produtos lacteos caprinos
menos intensos € menos picantes, texturas de codgulos mais firmes e macias que os
produzidos com leite de genotipos de baixos teores de ogj.caseina (gendtipo FF)
(HEIL e DUMONT, 1993).

A pesquisa da freqiiéncia alélica, no 16cus do gene da o, -caseina, em rebanhos
caprinos das racas Saanen e Alpina, demonstrou a predominancia dos alelos de
expressdo intermediaria E (40%) e baixa F (40%), enquanto que o alelo A de alta
expressdo apresentou-se na freqiiéncia de 10% (MARTIN, 1993). Grosclaude et al.
(1987) também observaram, em rebanhos caprinos franceses, predominancia dos alelos
de expressdo intermedidria e baixa, sendo a propor¢do dos alelos E e F de 34 ¢ 41% na
raca Alpina e 41 e 43% na raca Saanen, respectivamente.

Diferencas entre a freqiiéncia de alelos no l6cus da og-caseina entre ragas tém
sido descritas. Jordana et al. (1996) relataram a freqiiéncia dos alelos em algumas ragas
caprinas na Espanha e encontraram predominancia do alelo E (intermedidrio) nas ragas
Murciana-Granadina, Malaguenha e Payoya (59%, 65%, e 76%, respectivamente). Na
raca Candria, observou-se elevada freqiiéncia dos alelos A e B (60%), de alta expressdo
de ag-caseina. Clark e Sherbon (2000) observaram diferencas entre os teores de o-
caseinas entre ragas, sendo estes superiores nas ragas Saanen, Nubiana e La Mancha, em
relacdo as racas Alpinas, Toggenburg, Oberhasli.

Efeitos do polimorfismo da oyj-caseina sobre a producdo de leite de cabras
Alpinas foram observados por Barbieri et al. (1995), onde o genoétipo AA apresentou
producdo significativamente inferior aos genétipos AE, AF, EE e EF. Mahé et al.
(1993) nao observaram efeito dos genotipos para o, -caseina sobre a producao de leite
das cabras.

Andlises morfoldgicas, em células epiteliais do tecido mamadrio, de cabras
homozigotas para os alelos E, F e nulo para oy-caseina, revelaram aumentos relativos
de volume no reticulo endoplasmatico rugoso e vesiculas do complexo de Golgi em
relagdo aos dos gendtipos de alta expressdo para og-caseina (AA), possivelmente,
devido ao acumulo das demais caseinas produzidas. Mediante os dados morfologicos
sugeriu-se uma disfungdo no mecanismo de secrecdo das caseinas totais dependente da
participacdo da o-caseina, j& que o mesmo acimulo nao foi observado em cabras com

gendtipos nulos para B-caseina (CHANAT et al., 1999). A conclusdo de que a -
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caseina interfere com o mecanismo de transporte das demais caseinas precisa de
confirmag¢do, pois Morgan et al. (2001), comparando a composi¢ao do leite de cabras
homozigotas AA e FF, ndo observaram diferencas significativas nas quantidades
absolutas das caseinas as, B e x (Tabela 1), sendo as diferencas observadas nas
proporgdes relativas explicadas pela menor concentracdo de osj-caseina no leite do

gendtipo FF.

Tabela 1 — Composicao protéica do leite de cabra dos genotipos AA e FF para oy

caseina
Leite do Genotipo AA Leite do Genotipo FF
Caseina (g/kg)* 27 20,9
o,-caseina 25,9% (6,99 g) 2,2% (0,46 g)
a,-caseina 14,6% (3,94 g) 16,6% (3,47 g)
B-caseina 46,8% (12,64 g) 63,2% (13,2 2)
K—caseina 12,7% (3,43 g) 18% (3,76 g)

* gramas de caseina por quilograma de leite.
Fonte: Morgan et al. (2001).

Conforme revisado por Neveu et al. (2002), a possivel interferéncia da o-
caseina no transporte de caseinas e lipideos pelas células epiteliais mamadrias, pode ser
um dos fatores determinantes do mecanismo de secrecdo, por via apdcrina, descrito no
leite de cabra.

A associacao de caracteristicas morfologicas do tecido mamario ao perfil das
caseinas no leite e a taxa de transcrigdo do gene da g -caseina poderda fornecer
informagdes adicionais sobre 0 mecanismo que determina a menor concentragdo de o -
caseina no leite e se este interfere ou nao com a secre¢ao das demais caseinas.

Variacdes no teor de gordura dos leites provenientes dos diferentes genotipos
para os-caseina também tém sido observadas, sendo superior no leite de cabras
homozigotas para o genotipo AA (35 g/kg) do que no leite de cabras do gendtipo FF
(32 g/kg) (CHILLIARD et al., 2003). O mecanismo determinante das menores
concentragdes de gordura no leite em genotipos de baixa expressdo de agj-caseina tem
sido objeto de estudos tanto por meio de microscopia eletronica para verificar se ha
interferéncia na secre¢ao destas (NEVEU et al., 2002) quanto por analises da atividade

de transcricdo de enzimas que participam do metabolismo lipidico intracelular

(LEROUX et al., 2003; CHILIARD et al., 2006).
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Apesar da variagao do teor de gordura do leite de cabra em fungao dos genotipos
da o -caseina ser conhecida, nao se tém relatos se esta ¢ acompanhada por mudanca no
perfil de acidos graxos do leite. Sendo assim, a comparagao do perfil de acidos graxos
entre animais homozigotos para os diferentes gendtipos da ag-caseina podera constituir
importante ferramenta para se inferir sobre a influéncia destes genotipos sobre a
digestibilidade do produto lacteo caprino e seu papel como alimento funcional. A
elevada digestibilidade da fragdo lipidica do leite de cabra observada em estudos
realizados com criangas com sindromes de ma absor¢do (HACHELAF et al., 1993) e
em ratos submetido a sec¢do do segmento distal do intestino delgado para reproduzir
esta sindrome (ALFEREZ et al., 2001) tém sido atribuida a presen¢a de acidos graxos
de cadeia média (8-12 carbonos), cerca de duas vezes superior no leite de cabra do que
no leite de vaca (BINDAL e WADHWA, 1993; TOUHAMI, 1997).

O perfil de acidos graxos do leite de cabra difere do leite de vaca sugerindo
diferencas nas vias de regulacdo da lipogénese na glandula mamadria entre estas
espécies, particularmente o processo de elongacdo dos acidos graxos (CHILLIARD,
1997, CHILLIARD et al., 2003). As peculiaridades da composi¢ao de acidos graxos do
leite de cabra e do seu sistema lipolitico possuem importante papel no desenvolvimento
do sabor caracteristico do leite (liberacdo de 4cidos graxos de cadeia ramificada e
média) ou na formacao de sabores anormais, como o de rango, pela excessiva liberagao
de acido butirico, que podem interferir na aceitabilidade dos produtos lacteos caprinos
(CHILLIARD et al., 2003).

Sabendo-se que os teores de proteinas e gorduras no leite de cabras podem variar
naturalmente entre os diferentes gendtipos para o, -caseina estes podem gerar erros na
analise dos efeitos nutricionais sobre a composicao do leite quando os animais ndo sao
geneticamente identificados e separados. Ademais, pode haver diferenca na eficiéncia
de utilizagdo de energia entre os diferentes genotipos para o -caseina, a exemplo, do
que se observa com a eficiéncia de utilizagao de nitrogé€nio, que se mostrou superior em
cabras com gendtipos AA de alta a;-caseina em relagdo a cabras FF (SCHIMIDELY et
al., 2002).
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Desempenho animal e eficiéncia de utilizacdo de energia e nitrogénio em cabras
lactantes com diferentes genotipos para o.;-caseina

Resumo: Partindo-se da hipotese de que polimorfismo genético presente no locus do
gene da ogj-caseina do leite em caprinos poderia interferir sobre o desempenho e a
eficiéncia de utilizagdo e particdo de energia e nitrogénio de cabras em lactagdo,
desenvolveu-se este experimento com o objetivo de avaliar a influéncia dos gendtipos
AA, EE, EF e AF para og-caseina e dos teores de proteina bruta (PB) na dieta (14 e
17%) sobre o desempenho e a eficiéncia de utilizacdo de energia e nitrogénio para a
sintese de leite, avaliados pelo consumo de matéria seca e de nutrientes, producdo e
composi¢ao de leite, ganho de peso e balangos de energia e de nitrogénio. Para todas as
varidveis avaliadas neste experimento ndo foram observados efeitos significativos
(P>0,05) da interacdao entre os niveis de proteina da dieta e os gendtipos para o-
caseina. Os animais pertencentes ao genotipo AA apresentaram valores de consumos de
matéria seca, energia liquida, energia metabolizédvel e o balango energético superiores
aos dos animais do gendtipo AF. Nao houve diferencas nas eficiéncias de utilizagdo da
energia (bruta e liquida) entre os genotipos estudados. Os valores médios de eficiéncia
de utilizagdo de energia metabolizavel liquida e bruta foram de respectivamente 66,21 e
30,66%. O balanco de nitrogénio apresentou-se superior nos animais que consumiram a
dieta com 17% de PB enquanto que a maior eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio foi
verificada naqueles que receberam a dieta com 14% de PB. A maior excrecdo de
nitrogénio na urina (NUEX), os maiores teores de nitrogénio uréico no plasma e a menor
eficiéncia liquida de utilizagdo da proteina metabolizdvel nos animais consumindo a
dieta com 17% de proteina bruta fornecem indicios de que este teor protéico encontra-se
acima das exigéncias de proteina das cabras lactantes deste experimento.
Numericamente, o teor médio de proteina bruta do leite dos animais do gendtipo AA
apresentou-se superior aos dos animais dos gen6tipos EE, EF e AF, em respectivamente
5,8, 9,2 e 4,8%. O teor de proteina verdadeira no leite dos animais AA apresentou
comportamento similar, sendo superior em 5,5, 9,3 e 4,6% aos dos animais dos
genotipos EE, EF e AF. Nao foram observados efeitos significativos dos genotipos
analisados e dos niveis de proteina na dieta sobre a produgdo didria de leite e os
conteudos de gordura, lactose, extrato seco total e de energia no leite. A producao diéria
de gordura no leite observada mostrou-se 21,5% maior nos animais do genotipo AA que
nos do genoétipo EE. Nas cabras em lactacdo analisadas neste experimento, os genotipos
para oy -caseina do leite AA, EE, EF e FF ndo apresentaram efeitos significativos sobre
os parametros de desempenho animal e de eficiéncia de utilizacdo de energia e
nitrogénio, sendo os efeitos principais evidenciados na composi¢do de proteina bruta e
verdadeira do leite.

Palavras-chave: caprinos, proteina da dieta, desempenho animal, composicao de leite,
caseinas.
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Animal performance and efficiency of use of energy and protein in lactating goats
carrying different genotypes for a,;-casein

Abstract: Taking into consideration the hypothesis that genotypes for a,;-casein in milk
may interfere on efficiency of use and partitioning of nutrients for dairy goats the
present experiment objected to evaluate animal performance and both energy and
nitrogen efficiency and partitioning to milk synthesis by using forty dairy goats of
different genotypes named AA, EE, EF and AF for the o4-casein and fed diets of 14
and 17% CP. No significant effect (P > 0.05) was observed for the interaction level of
protein and genotype. Higher values of intake of dry matter and available energy and
energy balance were observed for animals carrying the AA genotype as compared to
those carrying the AF genotype. Efficiency of use of available energy was similar
among genotypes averaging 66.21 and 30.66% for net and gross efficiency for ME.
Nitrogen balance presented superior for goats fed diets with 17% CP whereas higher
efficiency of use of nitrogen was obtained for those receiving rations with 14% CP. The
higher values of nitrogen excreted in urine, expressed as exogenous urinary nitrogen
(ExoUN), of plasma urea and lower net efficiency for using metabolizable protein (MP)
observed for animals fed diets with 17% CP leads to suggest that the amount of protein
used was over protein requirement for lactation. No difference was observed for
porcentage of milk protein and true milk protein as genotypes were compared.
Nonetheless average values for protein in animal carrying AA genotype tended to be 5.,
9.2, and 4.8% superior to those of EE, EF and AF genotypes. Similar tendency was
observed for true protein with 5.5, 9.3, and 4.6% higher for the same sequence
comparison. No difference was observed as milk yield, fat%, lactose %, total solid and
milk gross energy were compared among genotypes and level of protein of diets. Milk
fat yield was 21.5% higher for animals carrying genotype AA as compared to those with
EE genotype. In the dairy goats analyzed in this experiment, the genotypes for oy-
casein of the milk AA, EE, EF and FF didn't present significant effects on the
parameters of animal performance and on efficiency for use of energy and nitrogen, and
the main effects were evidenced in the composition of crude and true protein of the
milk.

Key words: goats, protein, animal performance, milk composition and casein.
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1. Introducéo

A producdo animal é definida pela interacdo entre o genétipo e as condigdes
ambientais. A selecao genética e o uso de praticas de manejo adequadas sdo ferramentas
que possibilitam melhorias no desempenho animal e maior grau de especializagdo na
atividade. O sucesso no aumento da produtividade ¢ dependente da utilizagdo racional
dessas duas forgas, genética e ambiente (Pierreet al., 1996). Dentre os fatores
ambientais, destaca-se o programa nutricional, que segundo Morand-Fehr (2005), deve
sempre considerar as caracteristicas genéticas do rebanho caprino para o qual sera

destinado.

O reconhecimento dos principais genes relacionados aos efeitos sobre a
produgdo e composi¢cdo de proteinas do leite, mais precisamente, a composicao de
caseinas do leite, tem direcionado inimeras pesquisas nesta area. Apesar dos genes das
caseinas oy, Os, P € k encontrarem-se ordenados em cluster no cromosssomo 6
caprino, maior aten¢do tem sido dada ao gene da o,;-caseina devido as evidéncias de

efeitos deste sobre caracteristicas produtivas (Barillet, 2007).

A espécie caprina apresenta intenso e complexo polimorfismo genético no 16cus
do gene da agj-caseina, e tem sido intensivamente estudado e relatado nas Ultimas
décadas (Boulanger et al., 1984; Grosclaude et al., 1987; Mahé e Grosclaude, 1989;
Leroux et al., 1990; David e Deutch, 1992; Martin, 1993; Martin et al., 1999; Ramunno
et al., 2000; Bevilacqua et al., 2002; Cozenza et al., 2003; Ramunno et al., 2004).
Martin (2000) e Neveu et al. (2002) relataram a ocorréncia de 18 alelos no locus da ;-
caseina, os quais implicam em variagdes quantitativas e qualitativas no perfil de

proteinas do leite.

Dentre os alelos ja estudados sdo relatados quatro niveis de expressdo da -
caseina no leite da espécie caprina, designados como de alto, intermediario, baixo e
nulo. O nivel de alta expressdo apresenta-se com variagdo de 3,6 a 4,2 g de o,;-caseina
/litro de leite/alelo, esta associado aos alelos A, B, C, L e H; o nivel de expressao
intermediaria (alelos E e I) com 1,6 g/litro/alelo; o de baixa expressdo (alelos D, F e G)
com 0,6 g/litro de leite/alelo (Mahé e Grosclaude, 1989; Ramunno et al., 2000; Neveu
et al., 2002) e o nivel nulo (alelo 0), ndo possui expressdo de a-caseina (Grosclaude et

al., 1994; Martin et al., 1999; Cozenza et al., 2003).
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Nos diferentes genotipos para o -caseina sdo observadas diferengas nos teores
de proteinas totais, caseinas totais, proteinas do soro e na propor¢ao de caseinas
(Morgan et al., 2001). Ambrosoli et al. (1988) observaram maiores teores de solidos
totais, proteinas totais, caseinas e fosforo no leite de cabras Alpinas e Saanen com
gendtipos de alta expressdo de ayj-caseina. Variagdes no teor de gordura dos leites
provenientes dos diferentes gendtipos para a,j-caseina também tém sido observadas,
sendo superior no leite de cabras homozigotas para o genotipo AA (35/kg) do que no
leite de cabras do gendtipo FF (32/kg) (Chilliard et al., 2003).

Os conteudos de proteinas e lipideos do leite de cabra constituem fatores
determinantes da qualidade deste e de seus derivados. A diversidade genética das
caseinas no leite da espécie caprina associada a existéncia de uma variabilidade
quantitativa das fracdes de proteinas e gorduras oferece uma oportunidade para a
selecdo com fins de melhoria das caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas,
nutricionais, terapéuticas, tecnoldgicas e imunologicas do leite de cabra.

A analise dos efeitos nutricionais sobre a producdo e a composi¢do do leite de
cabras realizada desconsiderando a influéncia dos genétipos para o -caseina sobre os
teores de proteinas e gorduras no leite de cabras pode incorrer em erros. Ademais, pode
haver diferen¢a na eficiéncia de utilizagdo de energia entre os diferentes genotipos para
as1-caseina, a exemplo, do que foi observado por Schimidely et al. (2002) com a
eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio, a qual se mostrou superior em cabras com
genotipos AA de alta producdo de a,;-caseina em relacdo a cabras com genoétipo FF.

Especula-se, portanto, se as diferengas genéticas existentes quanto ao gene da
asi-caseina ¢ a adogdo de teores distintos de proteina na dieta atuam de maneira
interativa ou independente sobre a resposta animal e, se maiores concentracdes de
proteina na dieta poderiam ser aproveitadas, com maior eficiéncia, por animais de alta
expressao de o -caseina.

Desta forma, objetivou-se avaliar o desempenho e as eficiéncias de utilizagdo de
energia e do nitrogénio para a sintese de leite, em cabras com niveis de expressdo para a
produgdo de os-caseina distintos e submetidas a diferentes teores de proteina bruta na

dieta.
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2. Material e Métodos

2.1. Animais, local e delineamento experimental

Por intermédio de uma parceria entre a Universidade Federal de Vigosa e a
Unioeste-PR, as cabras lactantes utilizadas neste experimento foram previamente
selecionadas quanto aos genotipos para oy -caseina, a saber: homozigotos para alta
expressio AA (n = 8), homozigotos para expressdo intermedidria EE (n = 11),
heterozigoto de média e baixa expressao EF (n = 9) e heterozigoto para alta ¢ baixa
expressado AF (n = 12). No presente trabalho, os alelos identificados como A
representam qualquer um dos alelos de alta expressio (A ou B com menor
probabilidade de ser C ou demais alelos de alta expressao).

As coletas das amostras e dos dados de produ¢ao foram conduzidas no Setor de
Caprinocultura do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Vigosa, no periodo de 15 de maio a 15 de julho de 2005.

Duas dietas experimentais isoenergéticas e isofibrosas foram formuladas visando
atender as exigéncias de cabras em lactacdo segundo o AFRC (1993), apresentando
concentragdes de 14% e 17% de proteina bruta na matéria seca, sendo o valor de 17%
superior ao recomendado naquela publicacao.

No ensaio experimental foram utilizadas quarenta cabras das racas Alpinas e
Saanen, pluriparas e lactantes, peso médio de 52,70 £ 10,74, com aproximadamente 40
dias de lactacdo e producdo média de 2,59 +0,75 L de leite/dia e estas foram
distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, com um arranjo fatorial de

2 x 4, sendo dois niveis de proteina da dieta e quatro genotipos (AA, EE, EF e AF).

2.2. Identificacao dos alelos da a;-caseina

As analises genéticas foram realizadas a partir de leucocitos obtidos através da
centrifugacao (2.500 xg por 10 minutos) das amostras individuais de sangue coletadas
por meio de pungdo da veia jugular. Uma aliquota destes leucdcitos foi encaminhada ao
Laboratorio de Genética da Universidade Estadual do Oeste do Parana - Unioeste.

Amostras de DNA genomico foram obtidas a partir de leucdcitos com o tampao
de extragdo descrito por Muhammad et al. (1994), com modificagdes na execu¢ao do

protocolo. Assim, 80 uL de leucdcitos foram adicionados a 500 pL do tampao de
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extracdo e mantidos por uma hora a 65°C, com agitagdes ocasionais. Apds o
resfriamento a temperatura ambiente, 500 uL de cloroféormio e alcool isoamilico (24:1)
foram adicionados com subseqiiente agitacao. Apds a centrifugacdo por 10 minutos a
10.000 xg, o sobrenadante foi transferido para tubos limpos e a precipitagdo do DNA foi
realizada com a adig¢do de 250 uL de isopropanol a 4 °C e mantido a esta temperatura
por mais 30 minutos. O DNA foi precipitado por centrifugagdo a 12.000 xg por
20 minutos e lavado por duas vezes em etanol 75%. O DNA, dissolvido em agua ultra-
pura, foi quantificado a 260 e 280 nm.

Para a amplificacdo dos fragmentos de DNA contendo as regides especificas do
gene da oy -caseina foram desenhados primers com base nas seqiiéncias ja disponiveis
no GenBank (n® acesso AJ504710). O sistema de amplificagdo consistiu, além dos
primers especificos ¢ do DNA genomico, de dNTPs, Tag DNA polimerase, MgCl,,
Tris-HCI, KCL, e 4gua ultra-pura, em um volume final de 20 uL. O programa de
amplificacdo utilizado no termociclador constou de trés etapas que compreenderam:
desnaturacdo da fita molde, anelamento dos primers e extensdo da fita pela DNA
polimerase. Estes passos foram repetidos para obtengdo de quantidade suficiente de
fragmentos.

Apds a amplificacido, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 5% e corado com nitrato de prata. Para a analise do alelo F, os
fragmentos de DNA adequadamente amplificados foram, quando necessario, clivados
com enzimas de restrigdo Xmnl (Ramunno et al., 2004). Alguns fragmentos foram
sequenciados em seqiienciador automatico MegaBACE 1000 Amersham Life Science —
USA no Nucleo de Andlise de Genoma e Expressao Génica (NAGE), da Universidade
Federal de Minas Gerais-UFMG.

2.3. Ensaio de digestdo e producéo

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Setor de Caprinocultura do
Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Vigosa, no periodo de 15 de maio a 15 de julho de 2005.

Os animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial de 2 x 4, para a avalia¢do da interagdo entre dois niveis de proteina na

dieta (14 e 17 %) e os quatro genétipos (AA; EE; EF; AF).
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As dietas experimentais tiveram como base forrageira o feno de capim Tifton-85
(Cynodon spp.) e a mistura concentrada consistiu de farelo de soja (Glycine max L.),
fuba de milho (Zea mays L.), e farelo de trigo (Triticum aestivum) além da adigdo de
minerais.

As proporgdes dos ingredientes nas dietas experimentais, expressas na matéria
seca e a composi¢ao bromatologica dos ingredientes encontram-se descritas nas Tabelas
1 e 2, respectivamente.

A composi¢do bromatologica das dietas experimentais, calculada com base nos
valores das analises laboratoriais dos alimentos e na propor¢do dos ingredientes,
encontra-se descrita na Tabela 3.

Para a execucdo do ensaio de digestdo e producdo os animais foram confinados
em baias individuais com dimensdes de 1,5 x 2,0 m, de piso totalmente ripado,
adaptadas para coleta total de fezes e urina, onde permaneceram durante os periodos de
adaptacao, pré-experimental e de coleta de dados.

O periodo de adaptacdo foi conduzido com o intuito de familiarizar os animais
com as baias e as rotinas de alimentacdo e ordenhas deste experimento, onde receberam
dieta com 14% PB e permaneceram desde o parto até aproximadamente 30 dias de
lactagao. No periodo pré-experimental, com duracdo de duas semanas, realizou-se o
ajuste de consumos e a adaptacdo das cabras as dietas experimentais. Ao final deste
periodo todas as cabras ja haviam ultrapassado o periodo de pico da lactagdo. Na fase de
coletas de dados, com nove semanas de duragdo, foram mensuradas as seguintes
variaveis: consumo, digestibilidade de nutrientes, produgado de leite e seus constituintes.

Para a determinagdo do consumo voluntario pelos animais, realizou-se ajustes
diarios com o objetivo de garantir o acesso ad libitum as dietas experimentais, através
de estimativas das sobras que correspondessem a 10% do conteudo fornecido. As dietas
foram fornecidas duas vezes ao dia as 7h e 30 min e as 16h e 30 min. As sobras foram
amostradas diariamente e, a cada sete dias, foram feitas amostras compostas, as quais
foram congeladas para posteriores analises.

Os animais permaneceram sob regime de duas ordenhas, as 6 h ¢ 16 h, com
controle leiteiro diario e individual realizado por meio da pesagem do volume de leite
produzido durante as nove semanas experimentais.

Semanalmente foram realizadas pesagens individuais das cabras logo apos a

ordenha, em jejum.
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Tabela 1 — Propor¢des dos ingredientes nas dietas experimentais

Dieta 14% PB

Dieta 17% PB

Ingrediente
% MS
Feno de capim-tifton 85 42,11 42,11
Farelo de soja 7,12 14,97
Fuba de milho 36,00 30,15
Farelo de trigo 12,00 10,00
Calcario calcitico 0,60 0,60
Fosfato bicalcico 1,17 1,17
Mistura mineral? 1,00 1,00

Y Mistura mineral: 0,32% de sulfato ferroso; 0,48% de sulfato de cobre; 0,71% de sulfato de manganés; 2,67% de
sulfato de zinco; 0,02% de sulfato de cobalto; 0,0125% de iodato de potassio; 0,006% de selenito de sodio; e
95,78% de cloreto de sddio.

Tabela 2 — Composi¢ao bromatologica dos ingredientes

Ingredientes

Item Fe_lr_lic])ctgr?%gn- Farelo de Soja Fuba de Milho Farelo de Trigo
Composicéo
MS (g.kg™) 816,9 876,2 888,2 888,3
MO (gkg™) 944.4 928,1 961,3 926,7
PB (gkg") 135,8 499,7 82,4 155,8
EE (gkg™) 16,7 12,1 32,2 29,2
CT (gkg™") 791,9 425,1 851,2 749.,9
CNF (g.kg™") 63,3 308,1 7223 292.4
FDN (gkg™) 728,6 117 128,9 4575
FDNc (g.kg™) 717,0 79,6 100,7 358,6
FDNcp(g.kg™) 664,6 73,4 93,8 327,5
FDA (gkg") 312,2 57,5 25,1 114,6
FDAI (gkg™) 146,1 252 38,6 24,9
NIDN (g.kg'NT) 386,1 12,4 84 199,4
NIDA (g.kg'NT) 21,5 9,6 11 65,7
LDA (gkg™) 33,0 8,6 2,8 21,4
Cinzas (g.kg™) 55,6 71,9 38,7 73,3
Ca (gkg™") 32 2,9 0,8 1,5
P (gkg™) 2,3 2,1 7,1 9,9
Valores estimados de energia disponivel
NDT (%) 60,65 80,27 85,72 70,21
EM (Mcal.kg™) 2,25 3,55 3.2 2,69
EL (Mcal.kg™) 1,38 2,26 2,04 1,67

MS = matéria seca; MO = matéria orgénica; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; CT = carboidratos
totais; CNF = carboidratos ndo-fibrosos; FDN = fibra em detergente neutro; FDNc = FDN corrigida para
cinzas; FDNcp = FDN corrigida para cinzas e proteina; FDA = fibra em detergente acido; FDAi = FDA
indigerivel; NIDN = nitrogénio insoluvel em detergente neutro; NIDA = nitrogénio insoliivel em
detergente acido; LDA = lignina em detergente acido; Ca = calcio; P = fosforo; NDT = nutrientes
digestiveis totais; EM = energia metabolizavel; e EL = energia liquida.
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Tabela 3 — Composi¢ao bromatologica das dietas experimentais

Dietas Experimentais

Item

14% PB 17%PB
Composi¢ao

MS (g.kg™) 865,8 865,3
MO (g.kg™") 930,5 928,6
PB (gkg") 142,5 173,8
EE (gkg™") 232 21,6
CT gkg™) 764,9 733,2
CNF (g.kg™") 341,1 316,9
FDN (g.kg™) 4237 416,2
FDNf (g.kg") 314,1 314,1
FDA (gkg™) 161,5 162,2
FDAI (gkg™") 81,7 80,9
NIDN (g.kg'NT) 221,5 213,6
NIDA (gkg'NT) 21,8 20,6
LDA (gkg™) 18,4 18,5
Cinzas (g.kg™) 51,8 53,7
Ca (gkg™") 7.3 7,5
P (gkg™") 6,0 5,6

Valores estimados de energia disponivel
NDT (gkg™) 704,2 702,8
EM (Mcalkg™) 2,68 2,72
EL (Mcal kg")’ 1,69 1,71

MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; CT = carboidratos
totais; CNF = carboidratos nao-fibrosos; FDN = fibra em detergente neutro; FDNf = FDN proveniente da
forragem; FDA =fibra em detergente acido; FDAi = FDA indigerivel; NIDN = nitrogénio insoluvel em
detergente neutro; NIDA = nitrogénio insoluvel em detergente acido; LDA = lignina em detergente acido;
Ca = célcio; P = fosforo; NDT = nutrientes digestiveis totais; EM = energia metabolizavel; e EL = energia
liquida

Semanalmente foram coletadas amostras individuais de leite, compostas
proporcionalmente as coletas da manha e da tarde, sendo uma aliquota remetida ao
Laboratério de Qualidade do leite da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria-
Embrapa-CNPGL em vasilhame contendo o conservante Bronopol® (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol) para a determinagdo dos teores de gordura, lactose e extrato seco
total pelo método de espectrofotometria na regido do infravermelho em equipamento
Bentley Combi 2003" calibrado para realizar anélises em leite de cabra. Analises dos
teores de N total, proteina bruta (NT x 6,38), e nitrogénio ndo protéico foram efetuadas
pelo método micro-Kjeldalh e a proteina verdadeira calculada pela diferenga entre o teor
de proteina bruta total e de NNP (Barbano e Lynch, 2006).

Durante o periodo de coleta de dados realizou-se ensaio de digestibilidade com

sete dias de duragdo, procedendo-se a coleta total de fezes e urina para as estimativas da

! Bentley Instruments Inc.
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digestibilidade aparente dos nutrientes, da eficiéncia de utilizacdo e balancos de
nitrogénio e de energia das cabras lactantes, sendo coletadas amostras diariamente de
fezes e urina para posteriores analises.

Foram realizadas analises dos alimentos, sobras e fezes quanto aos teores de
matéria seca (MS), nitrogénio total (NT), extrato etéreo (EE) e cinzas, utilizando-se as
técnicas descritas por Silva e Queiroz (2002), e de fibra em detergente neutro (FDN) e
fibra em detergente acido (FDA), segundo Van Soest et al. (1991). Determinagdes dos
teores de nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDN) e nitrogé€nio insoluvel em
detergente acido (NIDA) foram realizadas nos alimentos conforme técnica descrita por
Licitra et al. (1996), e de lignina em acido sulfarico (LDA), conforme descrito por
Pereira e Rossi Jr. (1995).

Estimativas dos teores de carboidratos totais (CT) ¢ os carboidratos nao-fibrosos
(CNF) foram obtidas a partir das equagdes propostas por Sniffen et al. (1992) e

Van Soest et al. (1991), respectivamente:

CT =100 — (%PB + %EE + %Cinzas)
CNF=100- (% PB + % EE + % Cinzas + % FDNcp)

Os valores de energia dos ingredientes das dietas foram estimados pelas
equagdes propostas pelo NRC (2001). No calculo do NDT, considerou-se o nivel de

alimenta¢do (L) de 1 x (nivel de mantencga), sendo estimado pela equacao:
NDT_ =(PB, +CNF, + FDN, + EE x 2,25)-7

sendo que a PBp, refere-se a PB verdadeiramente digestivel; CNFp, aos carboidratos
nao-fibrosos verdadeiramente digestiveis; FDNp, a FDN verdadeiramente digestivel;
EEp, extrato etéreo verdadeiramente digestivel e 7, refere-se ao NDT metabolico fecal.
Os valores de NDT foram utilizados para as estimativas de energia digestivel
(ED) e energia metabolizdvel (EM) segundo as equagdes sugeridas pelo NRC (2001) e
em energia liquida pela equagdo de Moe e Tyrrell (1972), que corresponde a energia

liquida ao nivel de mantenca descritas a seguir:

ED (Mcal.kg")=0,04409 x NDT (%)
EM (Mcalkg")=1,01 x ED (Mcal/kg)-0,45;

EL_ (Mcalkg"')=0,0266 x NDT (%)-0,12
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A exigéncia de energia liquida para producao de leite (ELp) foi calculada a partir
da estimativa do valor energético do leite (VEL) e da producao de leite (PL), de acordo

com o NRC (2001):

VEL(Mcalkg™) = (0,0929 x %Gord) + (0,0563 x %PB) + (0,00395 x %Lac),

em que
%Gord, %PB e %Lac = porcentual de gordura, proteina e lactose no leite,

respectivamente.

EL,(Mcal) = VEL x PL

Sendo PL a produgao de leite didria em kg por dia
A eficiéncia bruta de utilizagdo da energia metabolizavel (k1) para a producao

de leite foi calculada segundo Luo et al. (2004)° conforme a formula a seguir:

EL
k.. { P }100

CEM

em que

CEM = consumo de energia Metabolizavel total;

A eficiéncia liquida da utilizagdo da energia metabolizavel (ki) para a producao
de leite foi calculada descontando-se do consumo de energia metabolizével total a
fragdo de energia metabolizavel exdgena excretada na urina (EMU,y,), a exigéncia de
energia metabolizavel para mantenga (REM,,) e a exigéncia de energia metabolizavel

para ganho de peso (REMy).

. EL,
" CEM-(EMU,, +REM, +REM,

)XIOO

Para o calculo da energia metabolizavel exogena excretada na urina (EMUg)
utilizou-se como referéncia os valores referenciados por Nsahlai et al. (2004), que
consideram uma perda de energia de 62,21 kJ por g de nitrogénio excretado na urina

acima do conteudo de nitrogénio urindrio endogeno.

30



EMU (Mcal.dia ! ) _ 62.21x Ol’ggg x NUex ;

em que o nitrogénio urinario exogeno ¢ calculado segundo a formula a seguir:

NUex = gNUrinario - gNUEnd

em que NUEnd corresponde ao nitrogénio urinario enddgeno, estimado segundo Luo et
al. (2004)°, considerando o valor 0,165 g (PVO7) T,

A exigéncia de energia metabolizavel de mantenca foi calculado utilizando-se a
recomendacdo de 431 kJ.kg' de peso metabodlico dos animais segundo Luo et al.

(2004)°.

431x 0,239 x PV®7
1000

REM  (Mcal.dia™) =

Para estimar a exigéncia de energia metabolizdvel para ganho de peso utilizou-se
a recomendacio para cabras adultas de 28,5kJ.g” de ganho de peso diario (Sahlu et

al., 2004).

28,5x 0,239 x gGPD

REM, (Mcal.dia™) =
¢ 1000

O balango de energia foi calculado considerando-se a quantidade de energia
metabolizavel consumida (Mcal.dia™) descontada dos teores utilizados para mantenca e
ganho de peso, da energia metabolizdvel excretada na urina e da energia liquida

utilizada para produg¢ao de leite (ELp).

BE (Mcal.dia"')=CEM- (REM,, + REM, + EMUEx+ELp)

O balango de nitrogénio foi calculado considerando-se a quantidade de nitrogénio
.1 . . .
(g.dia™) consumida e os teores secretados no leite e excretados nas fezes e na urina

descontando as fragdes endogenas:

BN (g.dia'l) = Nconsumido - NFind - NUEx - Nleite

Para o célculo da quantidade de nitrogénio indigerido (NFind) excretado nas

fezes, utilizou-se a seguinte equacao:
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NFind (g.dia™) = gNfecal - gNMFecal,

em que NMFecal = nitrogénio metabdlico fecal.

A fracdo de NMFecal foi calculada conforme a formula proposta por Moore et

al (2004) que considera o consumo de matéria seca do animal:

2,67*CMS

NMFecal(g.dia™) =
(g.dia”) 6.5

A fragdo de NUEx foi calculada segundo Luo et al. (2004)® conforme descrito
anteriormente.
Para o célculo da proteina bruta verdadeiramente digerida ou proteina

metabolizavel utilizou-se a formula a seguir:

PBVdig = (gNing - gNFind) * 6,25 ;
em que

PBVdig = proteina bruta verdadeiramente digerida ou Proteina Metabolizavel.

O valor biologico, medida direta da propor¢do da proteina alimentar que pode
ser utilizada pelo animal para sintese de tecidos e de outros compostos, foi calculado de
acordo com a formula adaptada de Coelho e Ledo (1979), distinguindo-se as fragdes do

nitrogénio de origem fecal e urinaria endogena:

VB = gNingerido- [(gNFecal - @NFMet) + (gNUrinério - gNUend)]

: x100
gNing - (gNFecal - gNFMet)

A eficiéncia liquida de utilizacdo da proteina metabolizavel para a sintese de

proteina do leite foi calculada segundo a formula adaptada de Luo et al. (2004)°.

_ PB Leite (g/dia)
CPMet -[PMet , + PMet | |

L

em que
k., = eficiéncia de utilizagdo da proteina metabolizavel,;
PB leite:proteina bruta do leite (gN Leite x 6,38); e

CPMet = consumo de proteina metabolizavel:

CPMet = CPB - (PFInd) - (PUEx)
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PMet,,, = proteina metabolizavel de mantenca:

PMet,, = PMFecal + PUEnd + PMet

em que

PMFecal-proteina metabolica fecal (PMFecal= 0,0267* CMS (g/dia));

PUEnd — proteina urinria endégena ( PUEnd = 1,031* PV%7 ). ¢

PMety— proteina metabolizével de descamacio (PMet, = 0,2 x PV*).

Para o célculo da proteina metabolizavel para ganho (PMet,) utlizou-se a

formula a seguir proposta por Luo et al. (2004)°
PMet, =0,290x gGPD

em que

GPD = ganho de peso diario (g/dia).

Os dados obtidos foram analisados por meio do programa computacional,
Sistema para andlises Estatisticas-SAEG, versdao 9.1 (SAEG, 2007), utilizando-se o
procedimento de andlise de varidncia (ANOVA) e o teste Student-Neuman-Keuls

(SNK), a 5% de probabilidade, para comparagdo das médias dos tratamentos.
3. Resultados e Discussao

Para todas as variaveis avaliadas neste experimento ndo foram observados
efeitos significativos (P>0,05) da interacdo entre os niveis de proteina da dieta e os
genotipos para o -caseina, sendo assim os efeitos destes sobre os parametros estudados
estdo apresentados isoladamente nas tabelas que se seguem. Os dados referentes ao
consumo voluntario de matéria seca e de nutrientes pelos animais experimentais em
funcdo dos gendtipos e dos niveis de proteina das dietas encontram-se descritos na
Tabela 4.

De acordo com a Tabela 4, verifica-se que houve efeito dos genotipos (P<0,05)
sobre o consumo de matéria seca e nutrientes. Animais pertencentes ao genotipo AA,
homozigotos para alta producdo de ay-caseina, apresentaram valores de consumos

de matéria seca, matéria organica, fibra em detergente neutro, carboidratos totais,
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Tabela 4 — M¢édias para os pesos dos animais € 0os consumos de matéria seca, matéria
organica, nutrientes das dietas e coeficientes de variagdo (CV), em fungdo
dos genotipos para agj-caseina e dos niveis de proteina da dieta

ltemn Gendtipos oV
AA EE EF AF
PV (kg) 53,13 58,90 52,89 50,29 19,83
CMS (kg.dia™) 2,51° 2,38 % 2,30 1,96 ° 15,41
CMS (g.(kgPV*"*)h 128,39° 111,77 120,10® 104,76° 13,56
CMS (%PV) 4,79 4,04 4,52 3,96 16,15
CMO (kg.dia™) 2,33° 221 2,14 % 1,82° 15,39
CFDN (kg.dia™) 0,93° 0,88 0,85 0,72° 16,47
CFDN (%PV) 1,78 1,50 1,67 1,45 16,18
CPB (kg.dia™) 0,41° 0,39° 0,37° 032° 14,71
CEE (g.dia™) 59,7° 57,0 54,5%® 47,0° 15,97
CCT (kg.dia™) 1,86° 1,77 ® 1,71 % 1,46° 15,63
CCNF (kg.dia™) 0,93° 0,88 0,86 * 0,73° 15,09
Nivel de Proteina (%0)
14 17
PV (kg) 54,63 52,97 19,83
CMS (kg.dia™) 2,24 2,26 15,41
CMS (g.(kgPV*"?)! 113,95 118,55 13,56
CMS (%PV) 4,22 4,43 16,15
CMO (kg.dia™) 2,08 2,10 15,39
CFDN (kg.dia™) 0,84 0,82 16,47
CFDN (%PV) 1,59 1,61 16,18
CPB (kg.dia™) 0,33° 0,41° 14,71
CEE (g.dia™) 55,4 51,9 15,97
CCT (kg.dia™) 1,72 1,63 15,63
CCNF (kg.dia™) 0,87 0,80 15,09

Meédias na mesma linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK. CV -
Coeficiente de variagdo; PV — Peso vivo; CMS — Consumo de matéria seca; CMO — Consumo de matéria
organica; CFDN - Consumo de fibra em detergente neutro; CPB — Consumo de proteina bruta; CEE —
Consumo de extrato etéreo; CCT — Consumo de carboidratos totais; CCNF — Consumo de carboidratos
nao-fribrosos.

carboidratos ndo-fibrosos e extrato etéreo superiores aos dos animais do gendtipo AF e
os animais pertencentes aos genotipos EE e EF, apresentaram consumos intermediarios.
Maior consumo de proteina bruta foi observado pelos genotipos AA, EE e EF. Ao se
analisar o efeito da concentracdo de proteina da dieta, ndo se observou diferengas no
consumo de matéria seca e de nutrientes entre os dois niveis estudados, exceto para o
consumo de proteina.

Segundo o NRC (2001) a demanda de energia para a manutengao e producao € o

principal fator determinante no consumo de alimentos e considerando-se que as ragdes
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utilizadas ndo continham elevados contetidos de FDN oriundo da forragem (31%) que
poderiam determinar limitagdes fisicas ao aumento de consumo, 0o maior consumo de
matéria seca apresentado pelos animais do gendtipo AA pode ser indicativo de uma
maior demanda energética por este grupo (Mertens, 1987; Mertens, 1997).

O consumo de FDN, em porcentagem do peso vivo, ndo variou entre os genotipos
e nos niveis de proteina na dieta, sendo em média 1,6%, valor este superior a
recomendacdo de ingestdo 6tima de FDN descrita por Mertens (1992) para vacas
leiteiras e por Branco (2005) para cabras em lactacdo, de respectivamente, 1,25 e 1,24%
do peso vivo. Os valores obtidos para o consumo de FDN mostraram-se proximos aos
observados por Carvalho et al (2006) de 1,53% do peso vivo e aparentemente nao
afetaram o consumo médio de matéria seca que se apresentou relativamente alto, sendo
de 4,33% do peso vivo.

Segundo Van Soest (1994) o consumo de FDN em bovinos esta firmemente
associado com o consumo de matéria seca devido tanto ao fato de a FDN estar
relacionada ao preenchimento fisico quanto a taxa de passagem mais lenta. Carvalho et
al (2006) observaram que os niveis de consumo de FDN de até 1,94% do peso vivo ndo
foram limitantes fisicamente do consumo em cabras lactantes e sugeriram que tal fato
decorra de peculiaridades no comportamento ingestivo e na capacidade de
processamento da fibra no trato digestivo desta espécie. Segundo Van Soest et al (1998)
a maior capacidade de ingestdo observada em caprinos pode ser resultante do menor
tempo de reten¢do de particulas no ramen.

Lu et al (2005) observaram que o controle fisioldgico do consumo em cabras
lactantes baseia-se na densidade energética da dieta quando o contetido de energia
metabolizavel destas encontra-se entre 2,39 e 2,48Mcal/kg, portanto inferiores aos
apresentados pelas dietas experimentais de 2,68 e 2,72 Mcal/kg. Sendo assim acredita-
se que a demanda energética tenha sido determinante no ajuste do consumo pelos
animais experimentais.

Comparando-se o efeito da concentragdo de proteina das dietas sobre o consumo,
observou-se diferenca significativa no consumo de proteina bruta, sendo este resultado
esperado em funcao do maior fornecimento de proteina bruta aos animais recebendo a
dieta com 17% de PB, ndo sendo observadas diferencas nos consumos de matéria seca e
demais nutrientes.

Os valores observados e os preditos pelo AFRC (1993) foram submetidos a

analises de correlacao e encontram-se apresentados na Figura 1.
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Figura 1 — Correlagdo entre os valores de consumo de matéria seca (CMS) observados e
preditos pelo AFRC (1993). Y = consumo de matéria seca observado
(kg.dia™); e x = consumo de matéria seca predito (kg.dia™).

Na Figura 1 pode ser visualizada uma correlacao positiva (r = 0,86) entre as
estimativas de consumo de matéria seca obtidas pela formula descrita pelo AFRC
(1993), e os valores de consumo observados. Considerando-se que para estimar o
consumo de MS, o AFRC (1993) considera o peso metabodlico e a producgdo de leite dos
animais a correlagdo observada indica que os animais deste esperimento apresentaram
consumo de matéria seca compativel com a produgdo por eles apresentada.

Os dados referentes as estimativas de consumo e de uso da energia disponivel
nas ragdes pelos animais experimentais em fungdo dos gendtipos para aj-caseina e dos
niveis de proteina das dietas encontram-se na Tabela 5.

Os consumos de energia liquida e de energia metabolizdvel e o balango
energético foram superiores no animais do genotipo AA quando comparados aos
valores dos animais do grupo AF. Nao houve diferengas no consumo de NDT, bem
como nas eficiéncias de utilizagdo da energia (bruta e liquida) entre os gendtipos.

Sugere-se que o comportamento do consumo de energia pelos animais tenha sido

reflexo do consumo de matéria seca apresentado (Tabela 4).
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Tabela 5 — Médias para os consumos de nutrientes digestiveis totais-NDT, energia
metabolizavel, energia liquida das dietas, balanco e eficiéncia de utilizacao
de energia e coeficientes de variagdo (CV), de acordo com os genotipos para
os1-caseina e dos niveis de proteina da dieta

ltem Genotipos cv
AA EE EF AF
CNDT (kg.dia™) 1,41 1,38 1,35 1,17 17,20
CEL (Mcal.dia™) 425° 4,01® 3,90 ® 3,33° 15,36
CEM (Mcal.dia™) 6,74 " 6,41 % 6,19 527° 15,37
REM,(Mcal.dia™) 2,02 2,19 2,01 1,94 14,76
REM,(Mcal.dia™) 0,89 0,94 1,11 1,01 51,59
EMU,, (Mcal.dia™) 0,22 0,20 0,15 0,16 14,76
ELp (Mcal.dia™) 2,25 1,77 2,01 1,63 22,92
BE (Mcal.dia™) 1,57° 1,51° 1,06 ™ 0,70° 47,88
K1 (%) 29,56 28,65 31,75 32,69 17,47
ke (%) 64,32 60,53 68,25 71,75 17,82
Nivel de Proteina (%0)
14 17
CNDT (kg.dia™) 1,36 1,27 17,20
CEL (Mcal.dia™) 3,77 3,87 15,36
CEM (Mcal.dia™) 5,99 6,13 15,37
REM,, (Mcal.dia™) 2,06 2,02 14,76
REM, (Mcal.dia™) 1,14 0,84 51,59
EMU,, (Mcal.dia™) 0,15 0,22° 14,76
ELp (Mcal.dia™) 1,79 2,01 22,92
BE (Mcal.dia™) 1,06 1,36 47,88
Kims1 (%) 28,09° 33,24° 17,47
ke (%) 67,14 65,29 17,82

Meédias na mesma linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK. CV =
coeficiente de variacdo; CNDT = consumo de nutrientes digestiveis totais; CEL = consumo de energia
liquida; CEM = consumo de energia metabolizavel; REMm = requerimento de energia metabolizavel de
mantenca; EMUex = energia metabolizavel urinaria exdgena; ELp = energia liquida para producdo de
leite; BE = balango de energia; K., = eficiéncia bruta de utilizacdo da energia metabolizavel; e K; =
eficiéncia liquida de utilizagdo da energia metabolizavel para lactagdo.

Todos os animais independentemente dos genotipos ou dos niveis de proteina
nas dietas apresentaram balango energético positivo este dado torna-se importante na
compara¢do dos demais dados de eficiéncia de utilizagdo de nutrientes bem como nos
dados de produgdo e composi¢do de leite. Schmidely et al. (2002) compararam os
efeitos dos genotipos AA e FF sobre a eficiéncia de utilizagdo de nitrogénio em cabras
em lactacdo e relataram superioridade do genotipo AA na utilizagdo do nitrogénio
digerido para a sintese de proteina do leite, mas estes animais encontravam-se em
balango energético negativo.

A eficiéncia bruta de utilizacdo de energia metabolizavel (kni1) apresentou

média de 30,66%, valor este, inferior ao valor de 45% obtido por Carvalho et al. (2006)
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para cabras recebendo dietas com 35,4% de FDN¢ na dieta. Nesta comparacao, acredita-
se que os menores valores obtidos para ky 1 neste experimento possam ser resultantes
da menor producao de leite apresentada neste experimento sendo de 2,67 kg/dia versus
3,91 kg/dia.

A eficiéncia liquida de utilizagdo da energia metabolizavel foi, em média, de
66,21% sendo este valor semelhante ao observado por Branco (2005), que trabalhando
com cabras deste mesmo rebanho e consumindo dieta com 35% de FDNy, obteve valor
semelhante aos teores deste experimento, de 31,41%.

Os animais que consumiram a dieta com 17% de proteina bruta apresentaram
maior conteudo de energia metabolizavel urinaria exdgena provavelmente devido a
maior excre¢ao urindria de nitrogénio (Tabela 7).

Os niveis de proteina bruta das dietas experimentais ndo apresentaram efeito
sobre o consumo de NDT e de energias liquida e metabolizavel, mas os animais
recebendo dieta com 17% de proteina bruta apresentaram maior eficiéncia bruta de
utilizagdo da energia metabolizdvel, provavelmente, devido ao fato de terem
apresentado valor energia liquida de producdo de leite (ELp) 12% maior que os animais
recebendo a dieta com 14% de PB.

Os coeficientes de digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes da dieta em
funcdo dos genotipos para agj-caseina e dos niveis de proteina das dietas encontram-se
descritos na Tabela 6.

Nao foram observados efeitos significativos dos gendtipos analisados e dos
niveis de proteina da dieta sobre os valores de digestibilidade aparente da matéria seca e
dos nutrientes da dieta. Houve efeito dos niveis de PB sobre a digestibilidade dos CT e
CNF, sendo estas, superiores nas cabras recebendo dietas com 14% de PB. O nivel de
17% de PB na dieta estd acima do recomendado para cabras leiteiras, sugerindo que o
maior sincronismo entre as fontes de proteina e energia esteja em torno dos 14% de PB
onde foram observados maiores valores de digestibilidade para fragdes de carboidrato.
Fonseca et al. (2006) relataram que o nivel de 13,5% de PB na dieta era adequado para
atender as exigéncias de cabras com produgio de leite até 2,7 L.dia™.

A sincronia entre as propor¢des e taxas de degradacdo de carboidratos e
proteinas no rumen ¢ determinante na maximizacao da sintese de proteinas microbianas
que representam de 50 a 80% da proteina absorvida no intestino de animais ruminantes

(Storn ¢ @rskov, 1983; Bach et al., 2005).
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Tabela 6 — Efeito dos gendtipos para ogj-caseina e dos niveis de proteina das dietas
sobre os coeficientes de digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes das

dictas
ltem Genotipos cvV
AA EE EF AF
DMS (%) 70,64 73,27 72,07 72,22 4,56
DMO (%) 71,31 73,88 72,57 72,71 4,43
DFDN (%) 54,75 58,55 54,89 55,06 11,24
DPB (%) 72,57 76,50 74,67 74,67 4,90
DEE (%) 83,56 86,64 82,81 85,17 3,89
DCT (%) 70,62 72,87 71,69 71,86 4,90
DCNEF (%) 52,21 53,19 58,44 59,62 26,52
Nivel de Proteina (%)
14 17

DMS (%) 72,97 71,24 4,56
DMO (%) 73,54 71,78 4,43
DFDN (%) 57,02 54,41 11,24
DPB (%) 73,32 76,04 4,90
DEE (%) 84,82 84,08 3,89
DCT (%) 73,43 ° 70,17° 4,90
DCNF (%) 62,17 50,75° 26,52

Meédias na mesma linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK. CV =
coeficiente de variagdo; DMS = digestibilidade da matéria seca; DMO = digestibilidade da matéria
orgénica; DFDN = digestibilidade da fibra em detergente neutro; DPB = digestibilidade da proteina bruta;
DEE = digestibilidade do extrato etéreo; DCT = digestibilidade dos carboidratos totais; e DCNF =
consumo de carboidratos ndo-fibrosos.

Os valores referentes ao balango de nitrogénio, consumo e eficiéncia de utilizagao
da proteina metabolizavel para a sintese de proteina do leite encontram-se na Tabela 7.

Os animais pertencentes ao gendtipo AA, homozigotos para alta produgdo de
osi-caseina, apresentaram valores de consumo de proteina metabolizavel
significativamente superiores apenas aos dos animais do genétipo AF e numericamente
superiores aos demais.

Apesar da ndo observacdo de efeitos significativos dos genotipos para o-
caseina sobre a eficiéncia liquida de utilizagdo da proteina metabolizavel, a magnitude
dos valores apresentados pelos animais dos genotipos AA revela uma possivel tendéncia
de superioridade sobre os valores dos genétipos EE e EF que se mostraram aproxima-
damente 15% menores.

O nivel de proteina bruta da dieta apresentou efeito significativo sobre o balango
de nitrogénio e a eficiéncia de utilizacdo da proteina metabolizavel para a sintese de
leite, sendo o balango de nitrogénio superior nos animais que consumiram a dieta com

17% de PB e a eficiéncia de utilizagdo maior para a dieta com 14%.
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Tabela 7 — Efeito dos gendtipos para ogj-caseina € dos niveis de proteina das dietas
sobre o consumo e utilizagdo da proteina metabolizdvel, balangco de
nitrogénio e valor bioldgico

Gendtipos

Item Cv
AA EE EF AF
CPMet (g.dia™) 414,68 * 392,02 % 362,71 % 321,89° 15,77
PMetgnno (2.dia™) 38,02 39,86 44,56 43,98 52,79
PMet,ya (g.dia™) 89,31 87,77 83,75 73,87 13,87
k (%) 67,01 55,46 56,88 64,42 18,26
BN (g.dia™) 30,06 33,70 31,60 26,10 18,43
VB (%) 50,24 55,91 56,69 54,79 12,84
NFind (g.dia™") 5,90 3,13 427 3,39 49,62
NUex (g.dia™) 14,48 13,48 9,51 11,08 34,85
NUP (g/dL) 26,82 25,05 26,89 23,82 19,07
NUL (g/dL) 29,43 28,64 32,60 31,63 16,84
Nivel de Proteina (%)
14 17
CPMet (g.dia™) 24531° 500,34° 15,77
PMetgnn, (g.dia™) 47,50 35,73 52,79
PMet,ya (g.dia™) 83,33 84,02 13,87
k (%) 68,08° 53,81° 18,26
BN (g.dia™) 27,19° 33,54° 18,43
VB (%) 55,08 53,74 12,84
NFind (g.dia™) 3,56 4,78 49,62
NUex (g.dia™) 9,84° 14,43° 34,85
NUP (g/dL) 22,29° 28,99° 19,07
NUL (g/dL) 29,57 31,58 16,84

Médias na mesma linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK. CV =
coeficiente de variagdo; CPMet = consumo de proteina metabolizavel; PMetg,n, = proteina metabolizavel
para ganho de peso; PMet,,,,; = proteina metabolizavel para mantenca; k = eficiéncia liquida de utilizagdo
da proteina metabolizavel para a sintese de proteina do leite; BN = balango de nitrogénio; NFind =
nitrogénio fecal indigerido; NUex = nitrogénio urinario exdégeno; NUP = nitrogénio uréico plasmatico; e
NUL = nitrogénio uréico leite

A maior excre¢do de nitrogénio na urina (NUEX), os maiores teores de
nitrogénio uréico no plasma e a menor eficiéncia liquida de utilizacdo da proteina
metabolizavel nos animais consumindo a dieta com 17% de proteina bruta fornecem
indicios de que este teor protéico encontra-se acima das exigéncias de proteina das
cabras lactantes deste experimento que apresentavam producdo média diaria de leite de
2,59 £0,75 L de leite/dia, peso vivo médio de 52,70 + 10,74 independentemente dos
genotipos das mesmas.

Stern et al. (1994) associaram maiores perdas de nitrogénio em ruminantes a
falta de sincronia entre as proporg¢des e taxas de degradagdo de carboidratos e proteinas
no ramen devido aos requerimentos especificos para a microflora ruminal que utiliza os

carboidratos como fontes de esqueletos de carbono e fontes de energia para a
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biossintese de proteinas microbianas, fato este que, provavelmente, ocorreu neste
experimento, visto que nas dietas com 17% de PB a digestibilidade das fra¢des fibrosas
apresentou-se numericamente menor (Tabela 6).

O fornecimento de excesso de proteina para animais ruminantes nao aproveita a
capacidade destes de reciclarem nitrogénio. A reciclagem de nitrogénio € um processo ¢
nutricionalmente e economicamente benéfico e pode contribuir com até 81% do
nitrogénio digerido (Lapierre et al., 2005; Abdoun et al., 2007). Ademais, devem ser
considerados outros aspectos indesejaveis relacionados ao fornecimento excessivo de
proteinas, tais como, perdas econOmicas ¢ possiveis danos ao meio ambiente
(Tamminga, 1996; Jonker et al., 2002).

Os efeitos dos genotipos para oyj-caseina € dos niveis de proteina das dietas
sobre os conteudos de proteina bruta e verdadeira do leite e fragdes nitrogenadas obtidos
pelos métodos micro-Kjeldahl e de nitrogénio uréico analisado pelo método enzimatico

por kits comerciais enzimaticos encontram-se descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Efeito dos gendtipos para ogj-caseina e dos niveis de proteina das dietas
sobre os conteidos de proteina bruta e verdadeira do leite e fragdes
nitrogenadas obtidos pelos métodos micro-Kjeldahl e enzimaticos

Genotipos
Item Cv
AA EE EF AF
PB, (gL 31,68° 29,94 29,01° 30,24 % 5,42
PVi (gL 30,63° 29,04 28,03° 29,28 4,92
PV, (%PB) 96,69 96,99 96,66 96,83 1,23
NNP (%PB) 3,26 3,02 3,32 3,14 40,88
NUL (g/dL) 29,43 28,64 32,59 31,63 16,83
Nivel de Proteina (%)
14 17
PB. (g.L") 29,84 30,60 5,42
PVi (gL 28,85 29,64 4,92
PV (%PB) 96,68 96,86 1,23
NNP (%) 3,28 3,07 40,88
NUL (g/dL) 29,57 31,58 16,83

Valores referentes as médias das nove amostras individuais dos quarenta animais experimentais. Médias
na mesma linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK. CV =
coeficiente de variagdo; PB; = proteina bruta do leite; PV, = proteina verdadeira do leite; NNP =
nitrogénio ndo-protéico; e NUL = nitrogénio uréico do leite (analise com kits enzimaticos).

Observou-se efeito significativo do gendtipo para o -caseina sobre os conteudos

de proteina bruta e proteina verdadeira do leite, tendo os animais pertencentes ao
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genodtipo AA apresentado valores superiores de proteina bruta e de proteina verdadeira
aos dos animais do genotipo EF.

Numericamente, o teor médio de proteina bruta do leite dos animais do genotipo
AA apresentou-se superior aos dos animais dos gendtipos EE, EF e AF, em
respectivamente, 6, 9,2 e 4,8%. O teor de proteina verdadeira no leite dos animais AA
apresentou comportamento similar, sendo superior em 5,5%, 9,3% e 4,6% aos dos
animais dos genotipos EE, EF e AF.

A observacdo de que o aumento na proteina bruta da dieta ndo aumentou
significativamente os teores de proteina bruta e de proteina verdadeira do leite vem
corroborar os achados de maiores excregdes urinarias de nitrogénio € maiores teores de
nitrogénio uréico no plasma dos animais recebendo a dieta com 17% sendo estes
indicios de que este nivel acima das exigéncias de proteina das cabras lactantes deste
experimento.

As dietas experimentais foram formuladas para serem isoenérgéticas e
isofibrosas variando apenas o contedo de proteina bruta. A auséncia de respostas
produtivas a este aumento de proteinas na dieta tanto pode ser devido a um excesso
efetivo em relagdo as exigéncias dos animais quanto a um excesso relativo ao
fornecimento de carboidratos digestiveis. A quantidade e a digestibilidade dos
carboidratos sdo reguladores primarios da sintese de proteinas microbianas no rimen.

Os dados referentes a composicdo do leite dos animais experimentais em fungao
dos genoétipos para og-caseina e dos niveis de proteina das dietas encontram-se
descritos na Tabela 9.

Nao foram observados efeitos significativos dos os genotipos analisados e dos
niveis de proteina na dieta sobre os conteudos de gordura, lactose e extrato seco total e
de energia no leite dos animais experimentais.

O contetido de gordura do leite dos animais do gendtipo AA, de 38,76 g/kg de
leite apresentou-se muito proximo ao valor observado por Schmidely et al. (2002),
38,8g/kg de leite. Chilliard et al. (2003) relataram varia¢des nos teores de gordura dos
leites provenientes dos genotipos AA e FF para aj-caseina sendo de 35 g/kg e 32 g/kg,
respectivamente.

Os dados referentes a producdo diaria de leite e de seus constituintes em fungao
dos genotipos para og-caseina e dos niveis de proteina das dietas encontram-se

descritos na Tabela 10.
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Tabela 9 — Efeito dos gendtipos para og-caseina e dos niveis de proteina das dietas
sobre a composi¢do de gordura, lactose, extrato seco total e energia do leite

de cabras
ltem Genotipos cv
AA EE EF AF
Gordura (g.kg™) 38,76 36,78 37,07 35,86 10,45
Lactose (g.kg'l) 42,74 42,59 4297 42,43 423
EST (gkg™) 125,91 123,05 121,52 121,15 5,75
Energia (kcal.kg'l) 704,20 677,76 687,05 679,46 7,91
Nivel de Proteina (%0)
14 17
Gordura (g.kg™) 36,67 37,56 10,45
Lactose (g.kg™) 42,78 42,59 4,23
EST (gkg™) 122,06 123,76 5,75
Energia (kcal.kg™) 688,15 686,09 7,91

Meédias na mesma linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK. CV =
coeficiente de variacdo; e EST = extrato seco total do leite.

Tabela 10 — Efeito dos gendtipos para osj-caseina e dos niveis de proteina das dietas
sobre a produgdo didria de leite e dos seus constituintes

Gendtipos

Item cv
AA EE EF AF

Produgao g.dia”

Leite 2856,16 2492,94 2939,73 2406,17 25,79
Proteina bruta 90,53 74,26 84,63 72,38 24,26
Proteina verdadeira 87,53 71,99 81,53 70,08 24,37
Gordura 111,62 91,45 109,37 86,98 29,26
Lactose 122,25 105,95 126,11 102,11 25,70
EST 360,62 305,31 356,58 291,73 25,82

Nivel de proteina (%)
14 17

Producéo g.dia’

Leite 2543,78 2803,72 25,79
Proteina bruta 75,30 85,60 24,26
Proteina verdadeira 72,78 82,97 24,37
Gordura 93,79 105,92 29,26
Lactose 108,73 119,48 25,70
EST 310,02 347,10 25,82

Meédias na mesma linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK. CV -
Coeficiente de varia¢dao. EST — Extrato seco total.

Nao foi observado efeito significativo dos gendtipos para ag-caseina sobre a
producdo diaria de leite, estando em conformidade com o observado por Mahé et al.
(1993). Barbieri et al. (1995) constataram produgdes de leite no gendtipo AA

significativamente inferior as dos genotipos AE, AF, EE e EF.
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Apesar dos efeitos significativos dos genotipos analisados sobre o conteudo de
proteina bruta e verdadeira do leite ndo se observou diferengas na producdo diaria total

destas variaveis.

4. Conclusodes

Os gendtipos AA, EE, EF e AF para ag-caseina do leite de cabras nao
apresentaram efeitos significativos sobre as eficiéncias de utilizagdo da energia
metabolizavel (bruta e liquida) e de nitrogénio, bem como, sobre a producdo de leite,
sendo os efeitos principais evidenciados na composicao de proteina bruta e verdadeira
do leite.

Cabras pertencentes ao gendtipo AA apresentaram maiores consumos de
proteina metabolizavel e valores de eficiéncia de utilizagdo de proteina metabolizavel
com magnitude também superior aos dos demais genotipos revelando que possivel-
mente estes animais poderiam receber dietas com teores de proteina diferenciados, tal
fato, ainda precisa ser mais estudado e esclarecido, para que se possa futuramente,
adequar as dietas as reais demandas destes animais.

O teor de 17% de proteina bruta na dieta promoveu maiores perdas e menor

eficiéncia de utilizacdo da mesma.
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Efeitos dos gendtipos para asi-caseina sobre o perfil de caseinas e acidos graxos no
leite de cabras submetidas a diferentes teores de proteina na dieta

Resumo: considerando-se a hipotese de que os genotipos para og-caseina do leite
teriam interferéncia sobre a composicdo e o perfil de caseinas e de 4cidos graxos no
leite de cabras formulou-se este experimento com o objetivo de avaliar estas varidveis
em cabras com os gendtipos AA, EE, EF e AF para os;-caseina e submetidas aos teores
de 14% e 17% de proteina bruta na dieta. Para todas as varidveis avaliadas neste
experimento ndo foram observados efeitos significativos (P > 0,05) da interagdo entre os
niveis de proteina da dieta e os gendtipos para o, -caseina. A concentragdo relativa de
asi-caseina nos animais contendo alelos homozigotos de alta expressdo de o -caseina
(AA) e nos heterozigotos alta-baixa (AF) apresentou-se como 24,88 e 21,80%,
respectivamente, sendo superior aos dos animais dos demais gendtipos. Os teores de
proteina bruta do leite apresentados pelos animais do genotipo AA foram
significativamente superiores apenas aos dos animais do gendtipo EF, mas
numericamente observou-se que estes foram superiores aos dos gen6tipos EE, EF e AF,
em respectivamente, 5,8, 9,2 e 4,8%. A proteina verdadeira do leite (g L'l) apresentou-
se superior nos animais do genétipo AA em relagdo a dos animais dos gendtipos EE e
EF, em respectivamente, 5,5 € 9,3%. Nos genotipos homozigotos AA e EE observaram-
se os niveis de expressdo de ag-caseina de 6,10 e 3,60 g/L de leite, podendo-se inferir
que a expressao por alelo, nestes casos, foi de respectivamente 3,05 e 1,8 g/LL de leite.
Os animais do genotipo AA apresentaram os menores teores de k—caseina e este fato
associado a um maior conteido de ag-caseina pode estar relacionado ao maior
rendimento industrial atribuido ao leite dos animais deste gendtipo. Nao foram
observados efeitos dos teores de proteina bruta da dieta sobre o porcentual de proteina
verdadeira, proteina bruta e caseinas totais e individuais no leite. O perfil médio dos
acidos graxos no leite das cabras, os teores totais de 4cidos graxos saturados e
insaturados, mono ¢ polinsaturados ndo apresentaram efeitos significativos dos
genotipos analisados e das concentragdes de proteina na dieta.

Palavras-chave: caprinos, proteina bruta da dieta, composi¢ao de leite, cromatografia
liquida, cromatografia gasosa.
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Effect of genotypes for as;-casein on fatty acids and casein profile in dairy goat
milk submitted to different protein level in the diet

Abstract — Taking into consideration the hypothesis that genotypes for s -casein in
milk may interfere on milk composition for dairy goats the present experiment objected
to evaluate milk composition and profile of both casein and fatty acids by using goats of
different genotypes named AA, EE, EF and AF for the ag;-casein when fed diets with 14
and 17% CP. No significant effect (P > 0.05) was observed as the interaction level of
protein and genotype was tested for the independent variables studied. The relative
concentrations of ogj-casein in animals carrying both homozygous alleles of high
expression (AA) and for those heterozygous for high and low expression (AF) were of
24.88 and 21.80%, respectively, and considered higher as compared to EE and EF
genotypes. Porcentage of milk protein for animals of the AA genotype was higher as
compared to those with the EF genotype but similar to goats carrying the EE and AF
genotype. Concentration of true protein was higher for the AA animals as compared to
those carrying the EE and EF genotype by 5.5 and 9.3%, respectively. For animals of
homozygous genotypes, named AA and EE, levels of ay-casein expression were 6.10
and 3.60 g/L of milk, respectively, which leads to assume that the expression per allele
in both cases were of 3.05 and 1.8 g/L of milk. Goats of AA genotype presented lower
levels of k-casein and that fact associated with a higher concentration of o -casein may
be related to the higher industrial output attributed to the milk from animals of that
genotype. No difference was found as levels of protein on diet were compared for milk
protein porcentage and total casein concentration. Milk fatty acids profile, the ratio of
saturated and unsaturated fatty acids concentration and mono and polyunsaturated fatty
acids were similar as both main effects of genotypes and level of protein were studied
but concentration of C6:0, C8:0, and C17:0 were higher for animals fed diet with 14%
CP.

Key words: goats, crude protein, milk composition, liquid chromatografy anda gas
chromatografy
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1. Introducéo

As caseinas (o1, Os2, B € K) sd0 as principais proteinas presentes no leite de
espécies ruminantes. As proteinas do leite de cabra sdo similares as do leite de vaca
quanto a classificagdo, mas, o conteido e a proporcdo destas diferem entre estas
espécies.

O lécus do gene da agj-caseina apresenta elevado polimorfismo na espécie
caprina, determinando diferencas qualitativas e quantitativas no perfil de proteinas do
leite. A identificagdo dos alelos do gene da ayj-caseina e de seus niveis de expressao,
classificados em A, B, C, L e H (alta), E e I (intermediéria), D, F e G (baixa) ou O
(nula) permite ser explorado no auxilio a selegdo genética (Martin et al., 1999).

A concentragdo de o, -caseina no leite de cabra pode variar entre os genotipos
de 0 a 25% do total de caseinas enquanto que no leite de vaca esta constitui 38% do
total de caseinas (Martin, 1997). A concentragdo de agj-caseina pode variar de 0 a
3,6 g/L de leite/alelo entre os gendtipos, ou seja, de 0 a 7,2 g/L de leite, sendo que, nos
genotipos de maior producdo de o, -caseina, t€ém-se observado porcentuais de proteinas
totais e gorduras no leite também superiores (Chilliard et al., 2003).

Considera-se a ocorréncia 7 classes de proteinas (A, B, C, D, E, F e G) e quatro
niveis de expressao da o,;-caseina no leite da espécie caprina. O nivel de alta expressao,
associado aos alelos A, B1, B2, B3, B4, C, L e H, apresenta-se com 3,6-4,2 g de o-
caseina/litro de leite/alelo, o nivel de expressdo intermediaria (alelo E e I) com
1,6 g/litro de leite/alelo, o de baixa expressdo (alelos D, F e G) com 0,6 g/litro de
leite/alelo (Mah¢ e Grosclaude, 1989) e o nivel nulo (alelo O ou N) sem expressao de
as-caseina (Grosclaude et al., 1994; Martin et al., 1999; Cozenza et al., 2003). O grau
de expressao dos demais alelos ndo foi encontrado na literatura consultada.

A utilizacdo de técnicas de cromatografia liquida de fase reversa para a
separacao e quantificacdo das fracdes de caseinas do leite tem sido descrita na literatura
(Mikkelsen et al., 1987; Jaubert e Martin, 1992; Feligini et al., 2005). A combinagao de
analises bioquimicas as técnicas de andlise molecular permite uma efetiva
caracterizagdo das variantes alélicas do locus da oy -caseina e o reconhecimento dos
seus efeitos nos niveis de expressao das fracdes de caseina no leite que ndo ¢ possivel

pela analise isolada do DNA (Felilgini et al., 2005).
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Os conteudos de proteinas e lipideos do leite de cabra constituem fatores
determinantes da qualidade deste e de seus derivados. A diversidade genética das
caseinas no leite da espécie caprina associada a existéncia de uma variabilidade
quantitativa das fragdes de proteinas e gorduras oferece uma oportunidade para a
selecdo com fins de melhoria das caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas,
nutricionais e tecnoldgicas do leite de cabra.

Diferengas nos teores de gordura no leite provenientes de animais de diferentes
genotipos para oy -caseina tém sido relatadas (Schmidely et al., 2002; Chilliard et al.,
2003) e no perfil de acidos graxos (Schmidely et al., 2002; Chilliard et al., 2006).

O perfil de acidos graxos caracteristico do leite de cabra, particularmente rico
em acidos graxos de cadeia curta e média, eleva este produto a condicdo de alimento
funcional, devido a sua maior digestibilidade (Chilliard, 1997; Alférez et al., 2001),
propriedades terapéuticas relacionadas a diminui¢do dos niveis plasmaticos de
colesterol e triglicerideos (Lopez-Aliaga et al., 2005). Sendo assim, a utilizagdo da
cromatografia gasosa para a comparagao do perfil de acidos graxos entre animais de
diferentes gendtipos para o,j-caseina pode constituir importante ferramenta para se
inferir sobre a influéncia destes na digestibilidade do produto lacteo caprino e no seu
papel como alimento funcional.

A composi¢do de 4cidos graxos do leite tem recebido especial atencdo por seus
efeitos sobre a saude humana e caracteristicas organolépticas e podem ser influenciados
por diversos fatores tais como estdgio de lactacdo, ragas, variacdo genética, idade e
composic¢do de alimentos (Palmquist et al., 1993).

O desenvolvimento de ferramentas para a selegdo de animais, com base em
gendtipos para oy -caseina que sabidamente interferem em caracteristicas nutricionais,
tecnologicas do leite destaca-se dentre as areas da caprinocultura que necessitam de
pesquisas no Brasil. Verifica-se, desta forma, a necessidade de se implementar a
utilizagdo de métodos analiticos, tais como, a cromatografia liquida de alta eficiéncia e
fase reversa e a cromatografia gasosa para caracterizar e quantificar as caseinas e o
perfil de acidos graxos associados a esta variabilidade genética.

Considerando-se os possiveis efeitos dos genotipos para oyi-caseina do leite
sobre a composicdo e o perfil de caseinas e de acidos graxos no leite de cabras
objetivou-se avaliar estas variaveis em cabras com os genotipos AA, EE, EF e AF para

as1-caseina e submetidas aos teores de 14 e 17% de proteina bruta na dieta.

53



2. Material e Métodos

2.1. Animais, local e delineamento experimental

Por intermédio de uma parceria entre a Universidade Federal de Vigosa e a
Unioeste-PR, as cabras lactantes utilizadas neste experimento foram previamente
selecionadas quanto aos gendtipos para ogj-caseina, a saber: homozigotos para alta
expressao AA (n = 8), homozigotos para expressao intermedidria EE (n = 11), heterozi-
goto de média e baixa expressdao EF (n = 9) e heterozigoto para alta e baixa expressao
AF (n = 12). No presente trabalho, os alelos identificados como A representam qualquer
um dos alelos de alta expressao (A ou B com menor probabilidade de ser C ou demais
alelos de alta expressao).

As coletas das amostras e dos dados de produ¢do foram conduzidas no Setor de
Caprinocultura do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Vigosa, no periodo de 15 de maio a 15 de julho de 2005.

Duas dietas experimentais isoenergéticas e isofibrosas foram formuladas visando
atender as exigéncias de cabras em lactagdo segundo o AFRC 1993, apresentando
concentragdes de 14 e 17% de proteina bruta na matéria seca, sendo o valor de 17%
superior ao recomendado naquela publicagao.

No ensaio experimental foram utilizadas quarenta cabras das racas Alpinas e
Saanen, pluriparas e lactantes, peso médio de 52,70 + 10,74, com aproximadamente 40
dias de lactagdo e produgdo meédia de 2,59 £0,75 L de leite/dia e estas foram
distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, com um arranjo fatorial de 2 x

4, sendo dois niveis de proteina da dieta e quatro genotipos (AA, EE, EF e AF).

2.2. Identificagio dos alelos da a;-caseina

As analises genéticas foram realizadas a partir de leucocitos obtidos através da
centrifugacdo (2.500 xg por 10 minutos) das amostras individuais de sangue coletadas
por meio de pungdo da veia jugular. Uma aliquota destes leucocitos foi encaminhada ao
Laboratério de Genética da Universidade Estadual do Oeste do Parand - Unioeste.

Amostras de DNA genomico foram obtidas a partir de leucocitos com o tampao

de extragdo descrito por Muhammad et al. (1994), com modificagdes na execugao do
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protocolo. Assim, 80 uL de leucocitos foram adicionados a 500 puL do tampao de
extragdo e¢ mantidos por uma hora a 65°C, com agitacdes ocasionais. Apds o
resfriamento a temperatura ambiente, 500 puL de cloroférmio e élcool isoamilico (24:1)
foram adicionados com subseqiliente agitacdo. Apos a centrifugacao por 10 minutos a
10.000 xg, o sobrenadante foi transferido para tubos limpos e a precipitagdo do DNA foi
realizada com a adig¢do de 250 uL de isopropanol a 4 °C e mantido a esta temperatura
por mais 30 minutos. O DNA foi precipitado por centrifugagdo a 12.000xg por 20
minutos e lavado por duas vezes em etanol 75%. O DNA, dissolvido em 4gua ultra-
pura, foi quantificado a 260 e 280 nm.

Para a amplificacdo dos fragmentos de DNA contendo as regides especificas do
gene da o -caseina foram desenhados primers baseados nas seqiiéncias ja disponiveis
no GenBank (n® acesso AJ504710). O sistema de amplificagdo consistiu, além dos
primers especificos ¢ do DNA genomico, de dNTPs, Tag DNA polimerase, MgCl,,
Tris-HCI, KCL, e 4gua ultra-pura, em um volume final de 20 uL. O programa de
amplificacdo utilizado no termociclador constou de trés etapas que compreenderam:
desnaturagdo da fita molde, anelamento dos primers e extensdo da fita pela DNA
polimerase. Estes passos foram repetidos para obtengdo de quantidade suficiente de
fragmentos.

Apds a amplificacdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 5% e corado com nitrato de prata. Para a analise do alelo F, os
fragmentos de DNA adequadamente amplificados foram, quando necessario, clivados
com enzimas de restricdo Xmnl (Ramunno et al., 2004). Alguns fragmentos foram
sequenciados em seqiienciador automatico MegaBACE 1000 Amersham Life Science —
USA no Nucleo de Analise de Genoma e Expressao Génica (NAGE), da Universidade
Federal de Minas Gerais-UFMG.

2.3. Dietas experimentais
As dietas experimentais tiveram como forrageira o feno de capim-tifton 85
(Cynodon spp.), mistura concentrada consistindo de farelo de soja (Glycine max L.),

fuba de milho (Zea mays L.), e farelo de trigo (Triticum aestivum) além da adigdo de

minerais. As dietas foram fornecidas duas vezes ao dia as 7h e 30 min e 16h e 30 min.
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As proporgdes dos ingredientes nas dietas experimentais, expressas na matéria

seca e a composicao bromatologica dos ingredientes encontram-se descritas nas Tabelas

1e?2.

Tabela 1 — Propor¢des dos ingredientes nas dietas experimentais

Ingrediente Dieta 14% PB Dieta 17% PB
% MS
Feno de capim-tifton 85 42,11 42,11
Farelo de soja 7,12 14,97
Fuba de milho 36,00 30,15
Farelo de trigo 12,00 10,00
Calcario calcitico 0,60 0,60
Fosfato bicalcico 1,17 1,17
Mistura mineral” 1,00 1,00

Y Mistura mineral: 0,32% de sulfato ferroso; 0,48% de sulfato de cobre; 0,71% de sulfato de mangangés;
2,67% de sulfato de zinco; 0,02% de sulfato de cobalto; 0,0125% de iodato de potassio; 0,006% de
selenito de sodio; € 95,78% de cloreto de sodio.

Tabela 2 — Composicao bromatologica dos ingredientes

Ingredientes

Item Feno Capim-Tifton 85 Farelo de Soja  Fuba de Milho Farelo de Trigo
Composic¢éo quimica
MS (g.kg™) 816,9 876,2 888,2 888,3
MO (g.kg™) 944 4 928,1 961,3 926,7
PB (gkg") 135,8 499,7 82,4 155,8
EE (gkg") 16,7 12,1 32,2 29,2
CT (gkg™") 791,9 425,1 851,2 749.,9
CNF (g.kg™") 63,3 308,1 7223 2924
FDN (gkg") 728,6 117 128,9 4575
FDNc (g.kg™) 717,0 79,6 100,7 358,6
FDNcp(g.kg™) 664,6 73,4 93,8 327,5
FDA (gkg™) 312,2 57,5 25,1 114,6
FDAI (gkg™") 146,1 25,2 38,6 24,9
NIDN (g.kg'NT) 386,1 12,4 84 199,4
NIDA (g.kg'NT) 21,5 9,6 11 65,7
LDA (gkg™) 33,0 8,6 2,8 21,4
Cinzas (gkg™) 55,6 71,9 38,7 73,3
Ca (g.kg™") 32 2,9 0,8 1,5
P (g.kg™") 2,3 2,1 7,1 9,9
Valores estimados de energia disponivel
NDT (%) 60,65 80,27 85,72 70,21
EM (Mcal.kg™) 2,25 3,55 3.2 2,69
EL (Mcal.kg™) 1,38 2,26 2,04 1,67

MS = matéria seca; MO = matéria orgénica; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; CT = carboidratos
totais; CNF = carboidratos nio-fibrosos; FDN = fibra em detergente neutro; FDNc = FDN corrigida para
cinzas; FDNcp = FDN corrigida para cinzas e proteina; FDA = fibra em detergente acido; FDAi = FDA
indigerivel; NT = nitrogénio total; NIDN = nitrogénio insoliivel em detergente neutro; NIDA = nitrogénio
insolivel em detergente acido; LDA = lignina em detergente acido; Ca = calcio; P = fosforo; NDT =
nutrientes digestiveis totais; EM = energia metabolizavel; e EL = energia liquida.
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A composi¢do bromatologica das dietas experimentais foi calculada com base
nos valores das andlises laboratoriais dos alimentos e da propor¢do dos ingredientes

encontra-se descrita na Tabela 3.

Tabela 3 — Composi¢ao bromatologica das dietas experimentais

Dietas Experimentais

Item
14% PB 17%PB
Composigdo

MS (g.kg™) 865,8 865,3
MO (gkg™) 930,5 928,6
PB (gkg") 142,5 173,8
EE (gkg") 232 21,6
CT (gkg™) 764,9 733,2
CNF (g.kg™") 341,1 316,9
FDN (g.kg™) 423,7 416,2
FDNf (g.kg™) 314,1 314,1
FDA (gkg") 161,5 162,2
FDAI (g.kg™) 81,7 80,9
NIDN (g.kg'NT) 221,5 213,6
NIDA (gkg'NT) 21,8 20,6
LDA (gkg™) 18,4 18,5
Cinzas (g.kg™) 51,8 53,7
Ca (gkg™") 73 7,5
P (gkg™") 6,0 5,6

Valores estimados de energia disponivel
NDT (g.kg™) 704,2 702,8
EL (Mcal.kg™) 1,69 1,71
EM (Mcal kg™) 2,68 2,72

MS = matéria seca; MO = matéria orgénica; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; CT = carboidratos
totais; CNF = carboidratos nao-fibrosos; FDN = fibra em detergente neutro; FDNf = FDN proveniente da
forragem; FDA =fibra em detergente acido; FDAi = FDA indigerivel; NIDN = nitrogénio insoluvel em
detergente neutro; NIDA = nitrogénio insoluvel em detergente acido; LDA = lignina em detergente acido;
Ca = célcio; P = fosforo; NDT = nutrientes digestiveis totais; EM = energia metabolizavel; e EL = energia
liquida.

2.4. Separacao e quantificacdo das caseinas do leite

Amostras individuais de 50 mL de leite foram coletadas proporcionalmente as
producdes das ordenhas da manha e da tarde. Inicialmente as amostras foram
centrifugadas a 2.500 xg por 30 minutos para a separagdo da gordura. Apos o desnate as
amostras de leite foram divididas em duas aliquotas, uma destinada as analises dos
teores de N total (NT), proteina bruta (NT x 6,38), ¢ nitrogénio ndo-protéico (amostras

precipitadas com acido tricloroacético a 25%) pelo método micro-Kjeldalh e a proteina
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verdadeira calculada pela diferenga entre o teor de proteina bruta total ¢ de NNP e a
outra para a precipitagdo das caseinas (Barbano e Lynch, 2006).

Apds o desnate, aliquotas de 80 mL de leite foram submetidas a precipitagdo
isoelétrica no pH 4,6 por adicdo de &cido acético 1M e centrifugadas por 20 minutos a
500 xg. Apos a centrifugacao descartou-se o sobrenadante e adicionou-se solucao de
NaOH IM até o pH 7. Os procedimento de precipitagdo e lavagem foram repetidos por
trés vezes e as caseinas obtidas foram congeladas e posteriormente liofilizadas
(Trujillo et al., 2000). O peso das caseinas liofilizadas foi corrigido para 1 litro
fornecendo as caseinas totais do leite.

As fragdes as), 052, P € Kk da caseina foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e fase reversa conforme descrito por Moatsou et al. (2004).

Aliquotas de 30 mg de caseinas liofilizadas foram dissolvidas em 2 mL de
solugdo tampao (100mM de tris (hidroxiaminometano), 8M de uréia, 13 g/L de citrato
de trissodio e 10 mM de ditrioteitol ajustado para o pH 7 com HCI), e mantidas em
temperatura de 37 °C durante 60 minutos. Em seguida, adicionou-se 18 mL do solvente
A (solucdo de ImL/L de 4cido trifluoracético em agua ultra pura) adicionado de 6M de
uré¢ia e o pH ajustado para 2,2 com &cido trifluoracético a 50%. Posteriormente as
amostras foram filtradas em filtro Millipore de 0,45 um.

Aliquotas de 20 uL. das amostras foram analisadas no cromatografo liquido,
modelo GBC LC1445 equipado com bomba LCI1110 em coluna Vydac C4 214,
TPM5415 a temperatura ambiente.

Os solventes A (1 mL/L de acido trifluoracético em agua ultra pura) e B (0,96
mL 4cido trifluoracético, 800 mL de acetonitrila, 200 mL de dgua ultra pura) utilizados
na elui¢do foram previamente filtrados em filtro Millipore de 0,45 pm. O fluxo utilizado
na coluna cromatografica foi de 1 mL/minuto e o gradiente linear do solvente B de 370-
530 mL/L durante os 30 minutos subseqiientes a injecao da amostra.

Os picos correspondentes as fracdes de caseinas foram identificados por
absorbancia na luz ultravioleta a 214 nm. Na andlise dos cromatogramas obteve-se a
identificacdo e quantificacdo das caseinas individuais pela area do pico correspondente
em relacdo ao valor total de caseinas, bem como a comparacdo com os padrdes de

caseinas totais e individuais utilizados (Sigma).
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As proporgdes obtidas para as caseinas individuais por cromatografia liquida
foram utilizadas para calcular as quantidades efetivas das caseinas no leite a partir do
contetdo de caseinas totais liofilizadas.

Os dados obtidos foram analisados por meio do programa computacional,
Sistema para analises Estatisticas-SAEG, versao 9.1 (SAEG, 2007), utilizando-se o
procedimento de analise de varianca (ANOVA) e o teste Student-Neuman-Keuls

(SNK), a 5% de probabilidade, para comparac¢do das médias dos tratamentos.

2.5. Separacao e quantificacdo do perfil de acidos graxos do leite

Para determinacdo do perfil de 4cidos graxos, trés coletas de amostras
individuais de leite foram realizadas. O leite integral resfriado foi submetido a extragdo
da gordura no mesmo dia da coleta, conforme metodologia descrita por Feng et al.
(2004). Aliquotas de 30 mL foram centrifugadas a 17.800 xg por 20 minutos a 1 °C
(HIMAC-CR21) formando um creme de leite na camada superior (fat cake), o qual foi
retirado, ainda congelado, com auxilio de palhetas plasticas e armazenadas em frascos
de vidro ambar em temperatura de -10 °C.

Posteriormente, transferiu-se aproximadamente 1 g do fat cake para tubos de
polipropileno de 1,5 mL, que foram submetidos a centrifugacdo a 17.000 xg por
20 minutos em temperatura ambiente (Forcel4 - Denver Instrument Company) para
obtencdo da fragdo lipidica que permaneceu na parte superior. Essa fracdo foi retirada e
transferida, com auxilio de micropipetas, para um novo tubo de polietileno de 1,5 mL e
armazenadas a -10 °C até a etapa de preparacao dos ésteres metilicos.

A preparagdo dos ésteres metilicos foi realizada por meio da modificacdo do
método proposto por Hartman e Lago (1986). Aliquotas de 40uL da gordura foram
transferidas para tubos de ensaio com tampa rosqueada. Os lipidios foram hidrolisados
com adigdo de 2,5 mL de solugdo de NaOH 0,5 N em metanol sob aquecimento a 70°C
por 15 minutos, para completa saponificagdo da amostra e obteng¢do de acidos graxos
livres. Apos resfriamento, foram adicionados 7,5 mL de reagente de esterificagdo
(HC10,5 N em metanol), aquecendo-se a 70 °C por 10 minutos para forma¢do dos
¢ésteres metilicos. Apds resfriamento, acrescentaram-se 2 mL de solugdo de NaCl 20% e
2 mL de hexano (grau HPLC). O tubo foi agitado em vortex e aproximadamente 1mL
da fase superior contendo os ésteres metilicos foi coletado. Adicionou-se mais ImL de

hexano (grau HPLC), coletando-se novamente 1mL da fase superior. Os ésteres
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metilicos foram acondicionados em vidros (cor Aambar) e estocados a -18 °C, para a
analise.

As analises dos ésteres metilicos dos acidos graxos da gordura do leite foram
realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da UFV
em cromatografo a gas modelo Finnigan-9001, equipado com detector de ionizagdo de
chama (FID). Para registro e anélise dos cromatogramas, o aparelho foi acoplado a um
microcomputador, utilizando-se o programa Labquest”. Os componentes dos ésteres
metilicos foram separados em coluna capilar SP™-2560 (100 m x 0,25 mm x 0,02 um;
Supelco, Inc., Bellefonte, PA).

Para a separagdo cromatografica, 1 pL de amostra foi injetado com auxilio de
seringa de 10 uL (Hamilton®) em sistema Split com razio 1:100. O gas hélio foi
utilizado como carreador com velocidade linear programada para 20 cm/s e, como
make-up, com vazao regulada para 25,6 mL/min. A purga foi ajustada para vazao de
3,3 mL/min. As vazdes do hidrogénio e ar sintético foram mantidas em 17,9 e
138 mL/min., respectivamente.

As temperaturas do injetor e do detector foram controladas para serem
isotérmicas em 260 °C. A temperatura inicial do forno foi de 100 °C (mantida por 5
minutos), aumentando em 4 °C por minuto até atingir 240 °C, permanecendo nesta
temperatura por mais 20 minutos, totalizando 60 minutos de andlise.

O pico de cada acido graxo foi identificado pela comparagdo com o tempo de
retengdo dos picos presentes no padrao de lipidios, composto por uma mistura de acidos
graxos (Supelco 37 — Component Fame Mix — n® catalogo: 47885-U). Para a integragio
da area dos picos, cada cromatograma foi integrado individualmente, por meio do
Software Labquest®, de modo que a drea minima para integra¢do correspondeu ao valor
de 0,1% da érea total obtida no cromatograma.

A avaliacdo da influéncia dietética do leite de cabra na susceptibilidade de

distirbios cardiovasculares foi feita adotando-se alguns indices citados na literatura:

Total de Saturados
Total de Insaturados

Sat : Insat =

Total de Insaturados
Total de Saturados

Poli: Sat =

_C12:0+(4xC14:0)+C16:0
Total de Insaturados

IA

, em que [A= indice de aterogenicidade.
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Os dados obtidos foram analisados por meio do programa computacional,
Sistema para andlises Estatisticas-SAEG, versdao 9.1 (SAEG, 2007), utilizando-se o
procedimento de andlise de varidancia (ANOVA) e o teste Student-Neuman-Keuls

(SNK), a 5% de probabilidade, para comparagdo das médias dos tratamentos.

3. Resultados e Discussao

Para todas as variaveis avaliadas neste experimento ndo foram observados
efeitos significativos (P>0,05) da interacdo entre os niveis de proteina da dieta e os
gendtipos para oy-caseina, sendo assim os efeitos das referidas varidveis sobre as
caracteristicas avaliadas estdo apresentados isoladamente nas tabelas que se seguem.

As concentracdes médias das caseinas oy, 0., B € ¥ calculadas em cada um dos
genotipos estudados, bem como seus desvios padrdes e coeficientes de variagao estao

relatados na Tabela 4.

Tabela 4 — Efeito dos gendtipos para a,;-caseina e do nivel de proteina nas dietas sobre
as concentragdoes médias de caseinas do leite de cabra

Gendtipos

Item CVv
AA EE EF AF

Caseinas

a1 (%) 24,88° 15,50° 14,34° 21,80° 21,83
o (%) 13,70 9,93 9,68 9,64 46,28
B (%) 49,70° 60,27° 55,68° 50,72° 11,31
K (%) 11,72 14,30 19,41 18,42 43,13

Nivel de Proteina (%)
14 17

Caseinas

as1 (%) 17,99 20,27 21,83
o (%) 10,54 10,93 46,28
B (%) 54,39 53,95 11,31
K (%) 17,08 14,84 43,13

Médias na linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK.

Diferencas significativas na concentragdo de agj-caseina foram observadas entre
os gendtipos, sendo esta superior (P < 0,0001) nos animais contendo alelos homozigotos
de alta expressdao de oy-caseina (AA) e nos heterozigotos alta-baixa (AF). A

concentragdo média de o -caseina nos animais do genotipo AA de 24,88 % mostrou-se
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muito proxima dos dados da literatura que relatam 25% como o teor de ayj-caseina
associado aos genotipos de alta expressdao. Morgan et al. (2001) relataram para animais
do genétipo AA concentragdes porcentuais de oy, Os, P € K caseinas de
respectivamente, 25,9, 14,6, 46,8 ¢ 12,7, sendo estas bastante proximas das observadas
neste experimento.

Comparando-se os gendtipos homozigotos AA e EE pode-se constatar a redugado
nas concentracdes relativas de ogj-caseinas no leite dos animais contendo alelos
homozigotos de média expressdo (EE), apesar de ndo serem na mesma propor¢do do
aumento quantitativo nas concentracdes das demais caseinas, este fenomeno t€ém sido
relatado como determinante das diferencas na estrutura das micelas de caseinas e nas
suas propriedades de coagulacdo e de digestibilidade. A propor¢do das caseinas do leite
apresenta importante relagdo com as caracteristicas tecnologicas dos produtos lacteos,
por serem as principais proteinas coagulaveis do leite. A producdo de queijo baseia-se
na liberacdo do dominio polar das k-caseinas e conseqliente exposi¢cdo das caseinas
sensiveis ao calcio (o, as € B), aumentando assim a superficie hidrofobica das micelas
e favorecendo a coagula¢do das mesmas (Moioli et al., 1998).

Apesar de considerar-se os efeitos isolados dos genotipos para o,;-caseina sabe-se
que as caseinas o, B, a5 € K sdo codificadas, respectivamente, pelos genes CSN1S1,
CSN2, CSN1S2 e CSN3 localizados em cluster no cromossomo 6 caprino (Rijnkels,
2002; Cozenza et al., 2003; Szymanowska et al., 2003). A possivel interferéncia dos
demais gendtipos sobre as caseinas analisadas ndo pode ser quantificada a menos que a
analise genética abrangesse todo o haplétipo.

Segundo Szymanowska et al. (2003) a estreita relagdio de proximidade e
similaridade destes genes pode influenciar a heranga comum destes, acompanhada
apenas por pequenos fendmenos de recombinagdo. Ojala et al. (1997) relataram em
estudos com bovinos dos efeitos dos gendtipos das caseinas k, B € o segundo modelo
estatistico de multiplas caracteristicas que, alguns genétipos sem efeitos isolados
significativos sobre o conteiido de proteinas do leite quando associados resultaram em
aumentos efetivos, sendo este fato considerado um forte indicio da ocorréncia de efeitos
epistaticos entre os loci destes genes.

Nao foram observados efeitos das concentragdes de 14 e 17% de proteina bruta
das dietas sobre a propor¢do de caseinas no leite das cabras experimentais, nem mesmo

interacdo entre genotipo e proteina da dieta. Desta forma, o gendtipo para a,-caseina a
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exemplo do observado para os teores de proteina bruta e proteina verdadeira do leite foi
significativamente responsavel pelas variagdes observadas.

Os efeitos dos genotipos para aij-caseina e dos niveis de proteina das dietas sobre
os conteudos de proteina bruta e verdadeira do leite obtidos pelos métodos micro-
Kjeldahl e fragdes de caseinas obtidas por HPLC de fase reversa encontram-se descritos

na Tabela 5.

Tabela 5 — Efeito dos genoétipos para os-caseina e dos niveis de proteina das dietas
sobre os conteudos de proteina bruta e verdadeira do leite e fragdes de

caseinas
Genotipos
Item Cv
AA EE EF AF
PB. (g.L'") 31,68° 29,94 29,00° 30,24 5,42
PV, (g.L") 30,63 29,04° 28,03° 29,28 % 4,92
PV, (%PB) 96,69 96,99 96,66 96,83 1,23
Caseinas (g.L™") 24,50° 2323% 22,43° 23,43 4,92
o (gL 6,10° 3,60°¢ 322¢ 5,10° 4,98
ox(gL™) 3,35° 2,31° 2,19° 2,14° 4,68
B(g.L ™ 12,18° 13,99* 12,55° 11,88° 4,91
(g L™ 2,87°¢ 3,32° 4,46° 431° 5,24
Nivel de Proteina (%0)
14 17

PB. (g.L'") 29,84 30,60 5,42
PVi(gL™") 28,85 29,64 4,92
PV (%PB) 96,68 96,86 1,23
Caseinas (g.L'l) 23,09 23,71 492
ag (gL 4,45 4,56 4,98
o(gL™) 2,47 2,53 4,68
B(g.L™) 12,48 12,83 4,91
k(g.L™") 3,69 3,79 5,24

Valores referentes as médias das nove amostras individuais dos quarenta animais experimentais. Médias
na mesma linha seguidas de letras distintas diferem a 5% de probabilidade pelo teste SNK. CV =
coeficiente de variagdo; PB| = proteina bruta do leite; e PV = proteina verdadeira do leite.

Os teores de proteina bruta apresentados pelos animais do genoétipo AA foram
significativamente superiores apenas aos dos animais do gendtipo EF, mas
numericamente observou-se que estes foram superiores aos dos geno6tipos EE, EF e AF,
em respectivamente, 5,8, 9,2 e 4,8%.

A proteina verdadeira do leite (g L) apresentou-se superior nos animais do
genotipo AA em relagdo a dos animais dos gendtipos EE e EF, em respectivamente, 5,5

e 9,3%.
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Nos genotipos estudados neste experimento AA, EE, EF e AF estdo presentes
alelos com niveis de expressao para o,;-caseina no leite de cabra descritos na literatura,
sendo o alelo A de alta expressdo de o -caseina e associado com o nivel de 3,6 a4,2 g
de ay-caseina/litro de leite, o alelo E de expressdo intermediaria com 1,6 g de oy-
caseina/litro de leite e o alelo F de baixa expressdo com 0,6 g de oy-caseina /litro de
leite (Mahé e Grosclaude, 1989; Ramunno et al., 2000; Neveu et al., 2002).

Nos genotipos homozigotos AA e EE observaram-se os niveis de expressao de
osi-caseina de 6,10 e 3,60 g/L de leite, podendo-se inferir que a expressao por alelo,
nestes casos, foi de respectivamente 3,05 e 1,8 g/L de leite.

Andlises morfologicas, em células epiteliais do tecido mamario, de cabras
homozigotas para os alelos E, F e nulo para oy-caseina, revelaram aumentos relativos
de volume no reticulo endoplasmatico rugoso e vesiculas do complexo de Golgi em
relagdo aos dos gendtipos de alta expressdo para og-caseina (AA), possivelmente,
devido ao acumulo das demais caseinas produzidas. Mediante os dados morfologicos
sugeriu-se uma disfungdo no mecanismo de secrecdo das caseinas totais dependente da
participagdo da o -caseina, ja que o mesmo acimulo nio foi observado em cabras com
genotipos nulos para -caseina (Chanat et al., 1999). Associando este relato ao menor
conteudo de oyj-caseina e niveis aumentados das caseinas B e k no leite de animais
portadores dos alelos mutante E e F, sugere-se a existéncia de algum mecanismo
compensatdrio, ou mesmo de superexpressao dos genes da 3 e k—caseina.

Os animais do gendtipo AA apresentaram os menores teores de k—caseina e este
fato associado a um maior conteudo de ogj-caseina e ao menor tamanho das micelas
pode estar relacionado ao maior rendimento industrial atribuido ao leite dos animais
deste gendtipo.

A k-caseina ¢ considerada fundamental no processamento industrial do leite e no
rendimento pela sua efetiva participagdo no mecanismo de produgdo de queijos que
decorre da coagulacao do leite devido a liberacdo do dominio polar das k-caseinas,
localizadas externamente nas micelas de caseinas, e conseqiiente aumento da superficie
hidrofobica das micelas, diminuindo a repulsdo entre as mesmas e favorecendo a
precipitacdo (Moioli et al., 1998). Sendo assim um menor conteido de Kk—caseina
facilita a coagulacdo das micelas de caseina.

A avaliagdo do perfil de caseinas do leite das cabras dos genétipos estudados

mostrou-se complementar a analise genética realizada previamente e forneceu
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informacodes de grande valia tanto para a caracterizagdo da composicao do leite, quanto
de seus potenciais efeitos sobre as propriedades nutricionais, tecnoldgicas e
terapéuticas.

Nao foram observados efeitos dos teores de proteina bruta da dieta sobre o
porcentual de proteina verdadeira, proteina bruta e caseinas totais e individuais no leite.
Segundo o NRC (2001), a proteina bruta dietética apresenta baixa correlagdo com a
porcentagem de proteina e com o total de proteina produzida no leite.

As dietas experimentais foram formuladas para serem isoenérgéticas e
isofibrosas variando apenas o conteido de proteina bruta. A auséncia de respostas
produtivas a este aumento de proteinas na dieta ¢ um indicativo de que a concentracao
de 17% de PB seja superior a necessidade dos animais para o nivel de produgdo
observado.

Havendo excesso de nitrogénio dietético em relagdo a disponibilidade de
energia, incorre-se em aumentos na concentracdo de amonia intra-ruminal e a fragao
ndo utilizada na sintese protéica, quando absorvida, alcanga a circulagdo portal e assim ¢
transportada até o figado, onde ¢ convertida a uréia (ciclo da uréia). O figado também
produz uréia a partir da amonia derivada da deaminacdo de aminoacidos absorvidos no
intestino (PNDR) e dos processos relacionados ao catabolismo protéico em geral. Em
qualquer dessas possibilidades, a uréia formada ¢ langada na corrente sangiiinea e pode
ser excretada na urina (perdas de nitrogénio) ou retornar ao rimen via epitélio ruminal,
ou saliva (reciclagem). A uréia pode ainda se difundir para outros liquidos bioldgicos,
incluindo o leite e secre¢des do endométrio, gracas ao seu baixo peso molecular e a sua
alta permeabilidade através das membranas celulares (Gustafsson e Palmquist, 1993;
Moore e Varga, 1996).

O aumento da precisio na formulagdo de ragdo com relacdo as fragdes
nitrogenadas estimando a absorcao intestinal de aminoacidos e reduzindo o nivel de
proteina bruta das dietas, visa atender as demandas mundiais por aumento da eficiéncia
de utilizacdo de nitrogénio sem prejuizos produtivos e diminuindo o impacto ambiental
por redugdo nas perdas urinarias de nitrogénio e conseqliente volatilizagdo da amonia
(Robinson et al., 2004).

O perfil médio dos 4cidos graxos no leite das cabras, os teores totais de acidos

graxos saturados e insaturados, mono e polinsaturados estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Efeitos dos genotipos para o -caseina sobre o perfil médio de acidos graxos
no leite de cabras

Gendtipos

Item cVv
AA EE EF AF

C6:0 (%) 0,34 0,39 0,34 0,40 21,98
C8:0 (%) 1,21 1,24 1,26 1,19 13,23
C10:0 (%) 7,17 7,12 7,46 7,39 10,83
C12:0 (%) 3,94 4,08 4,12 4,32 14,88
C14:0 (%) 10,55 10,63 10,93 10,88 8,96
C16:0 (%) 28,75 28,77 28,90 28,91 7,82
C16:1 (%) 1,11 1,11 1,11 1,02 8,81
C17:0 (%) 0,86 0,83 0,86 0,85 10,58
C18:0 (%) 11,96 11,93 11,09 11,15 13,29
C18:1 trans (%) 1,55 1,44 1,51 1,33 12,51
C18:1 (%)C 23,83 24,43 23,30 24,10 9,74
C18:2 (%) 2,48 2,49 2,63 2,53 11,69
C18:3 (%) 0,34 0,35 0,37 0,35 14,40
C20:0 (%) 0,26 0,30 0,28 0,29 18,79
Total saturados (%) 65,04 64,29 65,23 65,33 4,06
C6 C8 C10 (%) 8,71 8,75 9,06 8,92 10,47
C12 C15 (%) 14,49 14,71 15,05 15,21 9,78
C16 C21 (%) 41,84 40,83 41,13 41,20 4,76
Total Insaturados (%) 29,30 29,82 28,92 29,34 8,82
Monoinsaturados (%) 26,48 26,98 25,92 26,46 9,03
Poliinsaturados (%) 2,82 2,84 3,00 2,88 11,55
S/ 2,24 2,18 2,27 2,26 12,74
Poli/Sat 0,04 0,04 0,05 0,04 14,55
IA 2,58 2,55 2,68 2,66 15,19

CV = coeficiente de variagio. Acidos graxos ndo-quantificados: C4:0; C13:0; C21:0; C15:1 C20:2.

O perfil médio dos acidos graxos no leite das cabras, os teores totais de acidos
graxos saturados e insaturados, mono e poliinsaturados ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os quatro genotipos analisados.

Schmidely et al. (2002), comparando o perfil de acidos graxos do leite de cabras
dos genotipos AA e FF para oy -caseina, observaram diferengas significativas apenas
para os acidos C14:0, C15:0 e C17:0 que foram superiores nos animais do gendtipo AA.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os genotipos estudados nas
concentragdes de acidos graxos de cadeias curtas e médias (C4 a Cl14), sendo estes,
resultantes de sintese de novo na glandula mamaria, tendo como principal precursor o
acetato produzido pela fermentagdo de carboidratos no rimen e, portanto, a manutengao
dos teores de gordura do leite depende do suprimento do requerimento de fibra efetiva

para o animal (Ashes et al., 1997; Clegg et al., 2001; Bauman ¢ Griinari, 2003).
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Apesar de ndo se ter realizado neste experimento analises especificas para
efetividade da fibra dietética, o consumo de FDN, em porcentagem do peso vivo, ndo
variou entre os genotipos e nos niveis de proteina na dieta, sendo em média 1,6%, valor
este superior a recomendacdo de ingestdo 6tima de FDN descrita por Mertens (1992)
para vacas leiteiras e por Branco (2005) para cabras em lactacao, de respectivamente,
1,25 e 1,24% do peso vivo. Os valores obtidos para o consumo de FDN mostraram-se
préximos aos observados por Carvalho et al. (2006) de 1,53% do peso vivo e
aparentemente ndo afetaram o consumo médio de matéria seca que se apresentou
relativamente alto, sendo de 4,33% do peso vivo (primeiro artigo).

O perfil de 4cidos graxos de cadeia média do leite de cabra estd associado as
propriedades terapéuticas deste, devido a elevada digestibilidade que confere a fragdo
lipidica (Hachelaf et al., 1993; Touhami, 1997; Alférez et al., 2001; Park, 1994).

Estes acidos graxos de cadeia média sdo mais rapidamente hidrolisados por
enzimas pancredticas ¢ sdo prontamente absorvidos pela veia porta sem que haja
necessidade de formacdo de micelas e este processo pode aumentar a absor¢do de
vitaminas hidrossoluveis (McCullough, 2004). Os efeitos dos 4cidos graxos de cadeia
média do leite de cabra sobre a diminui¢do dos niveis plasmaticos de colesterol e de
triglicerideos podem ser resultantes do aumento na secregdo biliar de colesterol e do
efeito positivo sobre o metabolismo de lipideos observado em ratos consumindo leite de
cabra (Lopez-Aliaga et al., 2005).

Alonso et al. (1999) ressaltam a utilizagdo da relacdo C12:0:C10:0 (miristico:
caprico) de aproximadamente 0,50, como indicador de autenticidade de produtos lacteos
caprinos. Neste experimento, esta relagdo foi mantida em todos os gendtipos,
independentemente da concentracdo de proteina nas dietas, confirmando a validade
desta ferramenta na identidade do leite desta espécie.

A concentracdo de acido palmitico (C16:0) ndo variou entre os genotipos
estudados e foi em média 28,83%. O pool de acido palmitico no leite pode ser oriundo
tanto na sintese de novo na glandula mamaria quanto de lipideos circulantes
(Neville e Picciano, 1997). Schmidely et al. (2002) ndo observaram diferengas nos
teores de acido palmitico entre os gendtipos AA e FF, sendo este em média 31,5% do
total de acidos graxos no leite.

A concentragao de acido estearico (C18:0) foi em média 11,53% e de acido

oléico (C18:1cis e trans) 25,37%, sendo estes valores semelhantes aos obtidos por Silva
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et al (2006) neste mesmo rebanho mas, bastante diferentes dos relatados Schmidely et
al. (2002) de respectivamente, 4,15% ¢ 13,45%.

Nas razdes entre acidos graxos saturados e insaturados, poliinsaturados e
saturados e no indice de aterogenicidade ndo foram observadas diferengas entre os
genotipos estudados. Estes parametros tém sido utilizados na anélise de alimentos como
indicadores de riscos associados a disturbios cardiovasculares.

A razdo entre acidos graxos poliinsaturados:saturados foi em média 0,045,
valores semelhantes foram observados por Silva et al. (2006) e por Queiroga et al.
(2007). A recomendagdo de Wood et al. (2003) para esta razao na dieta de humanos ¢
de mais de 0,4.

A razdo entre 4cidos graxos saturados e insaturados no leite de cabra foi em
média 2,24 e ndo apresentou diferencas significativas entre os genotipos. Valores
reduzidos desta razdo estdo associados a redugdo nos niveis plamaticos de colesterol
(Schmidely et al., 2005).

O perfil de 4cidos graxos no leite em funcdo dos teores de proteina das dietas
experimentais encontra-se descrito na Tabela 7.

Nao foram observados efeitos significativos das concentragdes de proteina na
dieta nos principais acidos graxos do leite de cabra e nas concentragdes totais de
saturados, insaturados, monoinsaturados e polinsaturados, relagdes entre os saturados e
insaturados, polinsaturados e indices de insaturagdo.

Os acidos graxos C6:0, C8:0 e C17:0 apresentaram-se em maiores concentragdes

nos animais recebendo a dieta com 14% de proteina.
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Tabela 7 — Efeitos dos niveis de proteina nas dietas sobre o perfil médio de acidos
graxos no leite de cabras

Nivel de Proteina (%0)

Item cv
14 17
C6:0 (%) 0,44° 0,27° 21,98
C8:0 (%) 1,32° 1,13° 13,23
C10:0 (%) 7,17 7,40 10,83
C12:0 (%) 4,04 4,19 14,88
C14:0 (%) 10,50 11,00 8,96
C16:0 (%) 28,25 29,42 7,82
C16:1 (%) 1,11 1,06 8,81
C17:0 (%) 0,88° 0,82° 10,58
C18:0 (%) 11,45 11,11 13,29
C18:1trans (%) 1,47 1,44 12,51
Cl18:1cis (%) 24,26 23,58 9,74
C18:2 (%) 2,57 2,50 11,69
C18:3 (%) 0,36 0,35 14,40
C20:0 (%) 0,32 0,25 18,79
Total Saturados (%) 64,37 65,58 4,06
C6 C8 C10 (%) 8,92 8,80 10,47
Cl12aCl15 (%) 14,54 15,18 9,78
Cl16 a C21 (%) 40,90 41,60 4,76
Total Insaturados (%) 29,76 28,94 8,82
Monoinsaturados (%) 26,84 26,09 9,03
Poliinsaturados (%) 2,92 2,85 11,55
S/ 2,19 2,29 12,74
Poli/Sat 0,05 0,04 14,55
1A 2,53 2,71 15,19
CV = coeficiente de variacdo. Acidos graxos ndo quantificados: C4:0; C13:0; C21:0; C15:1 C20:2; S/ —
relacdo entre acidos graxos saturados e einsaturados; Poli/Sat = relagdo entre acidos graxos

poliinsaturados e saturados; e IA = Indice de aterogenicidade

4. Conclusdes

Nao foi observado efeito interativo entre as concentragdes de 14% e 17% de
proteina bruta na dieta e os gen6tipos da oi;-caseina sobre o perfil de caseinas e acidos
graxos no leite de cabras.

Nao foram observados efeitos dos teores de proteina bruta da dieta sobre o
porcentual de proteina verdadeira, proteina bruta e caseinas totais e individuais no leite

As concentragdes de proteina verdadeira e a concentracdo relativa de o -caseina
do leite apresentadas pelos animais do gendtipo AA e AF foram superiores quando
comparadas as dos animais dos genétipos EE e EF.

Os genotipos para agj-caseina e os teores de proteina estudados nao alteraram o

perfil da maioria dos &cidos graxos do leite caprino.
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Efeitos dos gendtipos para asi-caseina na morfologia da glandula mamaria de
cabras

Resumo: este experimento objetivou analisar a morfologia do parénquima mamario de
cabras adultas e em lactacdo com a finalidade de verificar os efeitos dos diferentes
gendtipos para og-caseina (AA, EE, EF e FF) nas células secretoras do leite. As
analises foram realizadas a partir de bidpsias teciduais e os critérios morfoldgicos
basearam-se na descricdo histoldgica e ultra-estrutural (microscopia eletronica de
transmissao). O parénquima da glandula mamaria apresentou um padrao de organizacao
geral Unico e independente dos gendtipos para ayj-caseina. O parénquima mostrou-se
formado por alvéolos, os quais sdo compostos por um epitélio com células secretoras
colunares, células indiferenciadas e células mioepiteliais. No espaco interlobular
observou-se a presenca de um estroma constituido de tecido conjuntivo tendendo a
frouxo, vasos sanguineos, plasmoécitos e mastocitos. No lumen alveolar observou-se a
presenga de secrecdo lactea com células de descamagdo e polimorfonucleares. As
células indiferenciadas do epitélio secretor nao se estendem até a superficie luminal e
apresentaram pleomorfismo quanto ao tamanho e a forma e também poucas organelas;
no entanto apesar de exibirem polimorfismo nuclear, a cromatina do nucleo das células
maiores mostrou-se mais eucromatica que aquela observada nas células menores. A
ultra-estrutura das células epiteliais secretoras no gendtipo AA revelou um citoplasma
quase que totalmente preenchido por reticulo endoplasmatico rugoso, cisternas e
vesiculas do aparelho de Golgi, além de numerosas mitocondrias. As caracteristicas
citoplasmaticas das células secretoras dos gendtipos EE e EF mostraram-se diferentes
daquelas observadas no gendtipo AA, por apresentarem a luz do reticulo
endoplasmatico rugoso e das cisternas do Golgi muito dilatadas. A ultra-estrutura das
células secretoras do gendtipo AF mostrou um padrao intermediério de dilatagdo da luz
do reticulo endoplasmatico rugoso e das cisternas e vesiculas do aparelho de Golgi.

Palavras-chave: caprinos, histologia, ultra-estutura, parénquima mamario, microscopia
eletronica.
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Effect of genotypes for a,;-casein on mammary gland morphology

Abstract: taking into consideration the hypothesis that genotypes for o-casein in milk
may interfere on cell organelles involved with milk synthesis in goats the present
experiment objected to evaluate and describe mammary parenchyma morphology in
lactating goats of different genotypes named AA, EE, EF and AF for the oy -casein
when fed diets with 14 and 17% CP. Evaluation was carried out by tissue biopsy and
histological analysis and ultra structure (electronic and transmission microscopy). A
unique general pattern of organization was presented in both histological and ultra
structural analysis of parenchyma. Despite the genotype for a,;-casein, parenchyma was
comprised of alveolar lobules, compounded by columnar epithelial secretory cells,
undifferentiated cells, and mioepithelial cells. For the interlobular space it was observed
the presence of conjunctive stroma, blood vessels of specialized cells such as
plasmocytes and mastocytes and in the alveolar lumen the presence of lacteal secretion,
desquamation cells and polymorphonuclears. The undifferentiated cells into the
mammary gland parenchyma presented pleomorphism concerning size and shape, little
cytological differentiation of cytoplasm and the presence of polymorphic nucleus, with
different pattern of condensation of chromatin, which tended to be more decondensed’
or euchromatic for larger cells and more condensed and heterochromatic for the smaller
ones. The ultra structure of epithelial cells of mammary gland in animals carrying the
genotype AA reveled cytoplasm comprised mostly by roughly endoplasmic reticulum
and typical vesicles of Golgi apparatus in addition of numerous mitochondria.
Conversely, cells in animals carrying the genotype EE, and EF presented dilations of
vesicles of endoplasmic reticulum and Golgi cisterns. The ultra structure of epithelial
cells of mammary gland in animals of goats carrying the genotype AF showed a pattern
of vesicles fairly expanded, intermediary of those presented in both AA and EE/EF
genotypes.

Key words: goats, histology, ultra structure, mammary parenchyma, electronic
transmission microscopy.
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1. Introducéo

Uma importante caracteristica da glandula mamaria ¢ a notavel capacidade de
regeneragdo de seu epitélio, sendo facilmente demonstrada pela presenca de ciclos de
desenvolvimento, involu¢gdo e redesenvolvimento, a cada periodo de lactagao
(Ellis e Capuco, 2002; Smith e Boulanger, 2002).

De acordo com a revisdo elaborada por Chepko e Smith (1999), a qual foi
estabelecida com critérios histologicos e ultra-estruturais, as células do epitélio mamario
podem ser subdivididas em cinco tipos morfologicos: a) células primitivas, as quais se
mostram pequenas e claras; b) células indiferenciadas maiores e claras com pequeno
grau de diferencia¢do citologica; c) células grandes e claras com um grau de
diferenciagdo mais complexo; d) células secretoras, escuras e diferenciadas que
possuem organelas citoplasmaticas desenvolvidas e granulos de secrecdo; e) células
mioepiteliais.

A glandula mamadria ¢ uma das poucas glandulas exocrinas que estocam o
produto de sua secrecdo em um compartimento extracelular ou limen dos alvéolos.
Basicamente, a secrecdo ¢ liberada das células secretoras através de dois processos
celulares distintos e simultdneos denominados apdcrino (brotamento de vesiculas
membranosas que possuem gotas lipidicas e citoplasma periférico) e merdcrino
(exocitose de proteinas). O processo de secrecdo que ocorre no epitélio mamadrio ¢é
estabelecido a partir de uma complexa mistura de cinco vias principais envolvidas na
producao e secrecao dos constituintes do leite através do epitélio mamario, sendo estas
classificadas em: a) transporte transmembrana de solutos (Na", K', CI); b) exocitose de
produtos modificados pelo complexo de Golgi, tais como caseinas, proteinas do soro e
lactose; ¢) secre¢do de gotas de gordura envoltas por membrana celular; d) transcitose,
envolvendo trafego de imunoglobulinas; e) transporte paracelular de solutos do liquido
intersticial direto para o leite (Shennan e Peaker, 2000).

O processo de secrecdo das caseinas envolve sintese no reticulo endoplasmatico
rugoso, transporte e processamento das micelas protéicas de caseinas pelo complexo de
Golgi e posterior exocitose, a partir da qual a secre¢do atinge o lumen do alvéolo
(Farrell Jr et al., 20006).

Os globulos de gordura presentes no [imen possuem uma membrana externa que
consiste de fosfolipideos, glicolipideos e proteinas, sendo uma parte destas enzimas. As

gotas de gordura presentes no citoplasma das células secretoras sdo pequenas e
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desprovidas de envoltorio membranoso e, geralmente, sdo observadas na regido basal da
célula. Embora ainda ndo muito bem esclarecido, existem evidéncias que a formagao
das gotas lipidicas origina-se a partir da fusdo de goticulas precursoras com vesiculas
provenientes do Complexo de Golgi, a medida que migram para a regido apical da
célula (Wooding, 1971; Evers, 2004). Em cabras, o mecanismo de secre¢ao apocrina ¢ a
presenca de citoplasma celular associado aos globulos de gordura secretados foram
descritos por Wooding e Peake (1970) e Boutinaud e Jammes (2002).

Na espécie caprina, o intenso e complexo polimorfismo genético presente no
locus do gene da oy-caseina tem sido intensivamente estudado e relatado nas tltimas
décadas (Boulanger et al., 1984; Grosclaude et al., 1987, Mahé e Grosclaude, 1989;
Leroux et al., 1990; David e Deutch, 1992; Martin, 1993; Martin et al., 1999; Ramunno
et al., 2000; Bevilacqua et al., 2002; Cozenza et al., 2003; Ramunno et al., 2004).
Dentre os alelos ja estudados, quatro niveis de expressdo da a,-caseina no leite foram
relatados na espécie caprina. O nivel de alta expressao (alelos A, B, C, L e H), que
resulta na producao de 3.6-4,2 g/litro/alelo, o nivel de expressao intermediaria (alelo E e
I), com 1.6 g/litro/alelo, o de baixa expressdo (alelos D, F e G) com 0.6g/litro/alelo
(Mahé e Grosclaude, 1989; Ramunno et al., 2000; Neveu et al., 2002) ¢ o nivel nulo
(alelo 0), que ndo possui expressdo de oy -caseina (Grosclaude et al., 1994; Martin et
al., 1999; Cozenza et al., 2003).

As variantes protéicas da ay-caseina A, B, C e E, contém 199 residuos de
aminoacidos e diferenciam-se por substituicdes de aminodcidos, enquanto que as
variantes D e F apresentam alteragdes estruturais mais profundas, envolvendo a dele¢ao
interna de, respectivamente, 11 e 37 residuos de aminoacidos (Brignon et al., 1989;
Brignon et al., 1990; Martin, 1993, Martin, 1999) ¢ a variante G, delegdo de 13
aminoacidos (14 ao 26) (Martin e Leroux, 1994, citados por Martin et al., 1999).

Chanat et al. (1999) descreveram alteragdes ultra-estruturais nas células do
tecido mamario de cabras com genotipos de baixa expressao de o -caseina, sendo estas
relacionadas com alguma disfun¢do no mecanismo de secre¢do de proteinas e lipideos
presentes no leite. Dados ultra-estruturais de células secretoras do epitélio alveolar
indicam, que durante a formacdo das micelas, a agrega¢do das caseinas inicia-se dentro
das vesiculas do Complexo de Golgi, apo6s a fosforilagdo das mesmas. Os resultados
obtidos por estes autores também sugerem que a formacdo de micelas depende da

concentragdo de ayj-caseina. Cabras homozigotas para os alelos E, F e nulo para oy-
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caseina, revelaram aumentos relativos de volume no reticulo endoplasmatico rugoso e
vesiculas do Complexo de Golgi das células secretoras quando comparado com os
gendtipos de alta expressdo para osj-caseina (AA). Segundo estes autores, o aumento de
volume destas organelas decorre do acimulo de outras caseinas (o, B € k caseinas),
possivelmente ocasionado pela menor concentragdo ou auséncia de ogj-caseina, uma
vez que o mesmo acumulo ndo foi observado em cabras com gendtipos nulos para
expressao de B-caseina.

Neveu et al. (2002), utilizando-se de analises de imuno-histoquimica e
microscopia eletronica de transmissdo, também observaram disfun¢des no transporte e
secrecdo das caseinas na auséncia de o,;-caseina. Estes autores defendem a hipotese de
que a secre¢do apdcrina do leite na espécie caprina encontra-se fortemente associada as
perturbagdes do transporte intracelular das caseinas, o qual parece estar relacionado aos
alelos de menor expressao para o -caseina.

A conclusdo de que a ogj-caseina interfere no mecanismo de transporte das
demais caseinas ainda precisa de confirmagdo, pois Morgan et al. (2001) comparando a
composi¢do do leite de cabras homozigotas AA e FF, ndo observaram diferencas
significativas nas quantidades absolutas das caseinas o, B € k¥ € explicaram que as
diferencas observadas nas proporgdes relativas justificam-se pela menor concentragdo
de a,;-caseina no leite do gendtipo FF.

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que a ag-caseina possui
propriedades funcionais que se assemelham as das chaperonas, a exemplo de sua
capacidade de reduzir o tamanho dos agregados de 3 e k caseinas e prevenir a agregacio
induzida por fatores térmicos, quimicos e luminosos (Bhattacharyya e Das, 1999; Morgan
et al., 2005; Farrel Jr. et al., 2006).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar e descrever as
alteragdes morfologicas das células secretoras do parénquima da glandula mamaria de
cabras adultas e lactantes que apresentam os genétipos AA, EE, EF e AF para o-
caseina, utilizando-se de métodos de analise histoldgica e ultra-estrutural (microscopia

eletronica de transmissao).
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2. Material e Métodos

2.1. Animais, instalagdes e delineamento experimental

Por intermédio de uma parceria entre a Universidade Federal de Vigosa (UFV,
Departamento de Zootecnia) e a Unioeste-PR, os animais utilizados neste experimento
foram previamente selecionados quanto aos genotipos para ag-caseina. Da populagao
de cabras mantida pelo capril da UFV, 16 cabras das ragas Alpinas e Saanen, lactantes,
com peso médio de 52,70 + 10,74, com aproximadamente 230 dias de lactacdo e
producdo média de 2,59 £+ 0,75 L de leite/dia, foram selecionadas quanto a presenca de
genotipos homozigotos para alta expressdo (AA, n = 4), homozigotos para expressao
intermediaria (EE, n = 4), heterozigoto de média e baixa expressdo (EF, n = 4) e
heterozigoto para alta e baixa expressao AF, n =4).

A coleta das biopsias de glandula mamaria foi realizada no Setor de

Caprinocultura do Departamento de Zootecnia (UFV).

2.2. Identificacao dos alelos da a;-caseina

As andlises genéticas foram realizadas a partir de leucocitos obtidos através da
centrifugacao (2.500 xg por 10 minutos) das amostras individuais de sangue coletadas
por meio de puncdo da veia jugular. Uma aliquota destes leucocitos foi encaminhada ao
Laboratorio de Genética da Universidade Estadual do Oeste do Parana - Unioeste.

Amostras de DNA genomico foram obtidas a partir de leucocitos com o tampao
de extragdo descrito por Muhammad et al. (1994), com modificagdes na execugdo do
protocolo. Assim, 80 pL de leucdcitos foram adicionados a 500 pL do tampao de
extragdo e mantidos por uma hora a 65°C, com agitacdes ocasionais. Apds o
resfriamento a temperatura ambiente, 500 pL de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1)
foram adicionados com subseqiiente agitacdo. Apos a centrifugacdo por 10 minutos a
10.000 xg, o sobrenadante foi transferido para tubos limpos ¢ a precipitagdo do DNA foi
realizada com a adigdo de 250 uL de isopropanol a 4 °C e mantido a esta temperatura
por mais 30 minutos. O DNA foi precipitado por centrifugacdo a 12.000 xg por 20
minutos e lavado por duas vezes em etanol 75%. O DNA, dissolvido em agua ultra-

pura, foi quantificado a 260 e 280 nm.
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Para a amplificacdo dos fragmentos de DNA contendo as regides especificas do
gene da oy -caseina foram desenhados primers baseados nas seqiiéncias ja disponiveis
no GenBank (n° acesso AJ504710). O sistema de amplificagdo consistiu, além dos
primers especificos e do DNA gendémico, de dNTPs, Tag DNA polimerase, MgCl,,
Tris-HCI, KCL, e 4gua ultra-pura, em um volume final de 20 pL. O programa de
amplificacdo utilizado no termociclador constou de trés etapas que compreenderam:
desnaturacdo da fita molde, anelamento dos primers e extensdo da fita pela DNA
polimerase. Estes passos foram repetidos para obtengdo de quantidade suficiente de
fragmentos.

Apds a amplificacdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 5% e corado com nitrato de prata. Para a anélise do alelo F, os
fragmentos de DNA adequadamente amplificados foram, quando necessario, clivados
com enzimas de restrigdo Xmnl (Ramunno et al., 2004). Alguns fragmentos foram
sequenciados em seqiienciador automatico MegaBACE 1000 Amersham Life Science —
USA no Nucleo de Andlise de Genoma e Expressao Génica (NAGE), da Universidade
Federal de Minas Gerais-UFMG.

2.3. Obtencéo dos fragmentos de glandula maméaria

Os fragmentos de tecido da glandula mamaria foram obtidos por meio de biopsia
tecidual. As cabras foram sedadas e receberam anestesia local antes de serem
submetidas a uma incisdo de pele na regido posterior da glandula mamadria de onde
foram retirados os pequenos fragmentos de tecido glandular por meio de agulha propria

para biopsia de 18G (gauge).

2.4. Processamento dos fragmentos de glandula mamaria

Logo apds a coleta de cada uma das bidpsias, os fragmentos de tecido mamario
foram colocados em uma placa de petri imersos em fixador de Karnovsky
(Karnovsky, 1965) diluido em tampao cacodilato de sodio (0,1M) para obtencao de uma
solugdo final contendo glutaraldeido (2,5%), paraformaldeido (2%) e tampao cacodilato
de sodio (0,05M) segundo Strum, (1979).

Cada fragmento foi fracionado em pelo ao menos dez pedagos de 1 mm’, os

quais foram mantidos no fixador por 1 hora. Apds este periodo os fragmentos foram
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submetidos a uma seqiiéncia de seis lavagens de 10 minutos cada, em tampao de
cacodilato de sodio 0,05 M, totalizando uma hora e desidratados em série crescente de
solucdo alccolica de 30 a 70% sendo armazenados em alcool 70% por 45 dias (Dykstra,
1993).

O material foi submetido a rehidratagdo e osmificado com solucao de OsO4 1%,
em seguida o material foi submetido a desidratacdo em série crescente de solucdes de
etanol (30 a 100%).

Os fragmentos desidratados foram submetidos a uma seqiiéncia de embebicdes
em solugdes com ordem crescente de resina Spurr em etanol absoluto antes da inclusao
em resina Spurr pura. A polimerizacao ocorreu em estufa a 60-70 °C, durante 12 horas.

Para visualizagdo dos fragmentos, localizagdo e selecdo de campos para os
estudos ultra-estruturais, sec¢des semifinas (1 a 2 um) foram obtidas, com navalha de
vidro, com ultramicrétomo. As sec¢des semifinas foram coradas segundo Richardson et
al. (1960). Alternativamente, laminas com secgdes semifinas também foram submetidas
a outras coloragdes especificas, tais como o azul de bromofenol, Toluidine-pironine e
Xylidine Ponceau, com intuito de auxiliar na identificacdo da natureza lipidica ou
protéica do contetido dos vacuolos citoplasmaticos. Apos coloragdo, as preparagdes
foram montadas com meio de montagem (mistura de 2,3 M de solugdo aquosa de
sacarose e glicerol, na proporcdo de 1:1 e 0,0005% de azida sddica), laminula e lutadas
com esmalte incolor.

A andlise das laminas e os registros fotograficos foram efetuados em
fotomicroscopio modelo Olympus AX-70, do laboratério de anatomia vegetal,
Departamento de Biologia Vegetal-UFV.

As secgoes ultrafinas foram obtidas com navalha de diamante e colhidas em
grades de cobre. Depois de recolhidas e secas, foram contrastadas com acetato de
uranila e citrato de chumbo.

As grades, contendo as sec¢des ultrafinas, foram ainda submetidas a uma pds-
contrastacdo pela técnica de fixacdo em vapor de tetréxido de 6ésmio (OsQOy), a qual
consiste em manter grades em uma camara plastica hermética contendo uma placa de
Petri com um filme liquido de OsO4 que ao se volatilizar impregna as secc¢oes ultrafinas
(Tiedt et al., 1987).

A andlise e os registros fotograficos das preparagdes ultra-estruturais foram
realizados, respectivamente, com um microscopio eletronico de transmissdo ZEISS

EM-109 e filme de alto contraste (35 mm).
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3. Resultados

3.1. Consideracdes gerais

As analises histologicas e ultra-estruturais do parénquima da glandula mamaria
de cabras adultas e lactantes pertencentes aos genodtipos AA, EE, EF e AF para oy-
caseina revelaram um padrao de organizagdo geral Unico e independente dos genétipos
para og-caseina. O parénquima mostrou-se formado por alvéolos, os quais sdo
compostos por um epitélio com células secretoras colunares, células indiferenciadas
(células brancas ou tronco) e células mioepiteliais. No espaco interlobular observou-se a
presenga de um estroma constituido de tecido conjuntivo tendendo a frouxo, vasos

sanguineos, plasmocitos e mastdcitos. No lumen alveolar observou-se a presenga de

secre¢do lactea com células de descamagao e polimorfonucleados (Figuras 1 e 2).

Figura 1 — Histologia do padrao organizacional do parénquima mamario de cabras em
lactacdo (coloracao Richardson). L = limen alveolar; setas pretas indicam as
células epiteliais secretoras; setas brancas = células claras indiferenciadas;
seta cinza = mastdcito; setas brancas com margem preta = células mioepiteliais;
seta cinza com margem preta = polimorfonucleares. Magnitude dos
aumentos em A, B, C e D, de respectivamente, 80x, 60x, 80x e 100x.
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Figura 2 — Microscopia eletronica de transmissdo da glindula mamaria de cabras
lactantes. Na imagem A presenca de células epiteliais colunares secretoras e,
em destaque, célula branca indiferenciada. Em B presenca de célula
mioepitelial (seta pontilhada branca), em C encontra-se destacada a presenga
de um mastdcito (seta com borda preta) e um plasmoécito (seta preta) no
estroma conjuntivo interlobular e em D um vaso sanguineo com hemaécias e
um polimorfonuclear (seta pontilhada escura). A magnitude dos aumentos
em A e C foi de 6278x e em B e D de 4334x.

A metodologia utilizada para a preparagdo do material destinado as andlises por
microscopia eletronica de transmissdo, apesar de ter diminuido a definicdo das
membranas celulares permitiu a visualizacdo das estruturas de interesse para diferenciar

as caracteristicas das células secretoras dos gendtipos considerados (AA, EE, EF e AF).
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Os resultados morfologicos obtidos serdo apresentados em duas etapas. A
primeira delas refere-se aos padrdes histoldgico e ultra-estrutural que mostraram-se
comuns aos genotipos analisados. A segunda refere-se a andlise das diferengas
apresentadas entre os gendtipos considerados, principalmente, com énfase nas células

secretoras.

3.2. Organizacao geral do estroma e dos alvéolos

O parénquima mamario das cabras de todos os genotipos analisados apresentou
caracteristicas semelhantes de organizagdo histologica dos alvéolos, estroma intersticial
e limen alveolar.

Histologicamente, o espago inter-alveolar mostrou-se constituido pelo estroma
mamario, no qual vasos sanguineos e mastocitos puderam ser facilmente identificados,
enquanto que a analise ultra-estrutural possibilitou a avaliacdo de tipos celulares
presentes nos vasos sanguineos (células endoteliais, hemacias e células de linhagem
branca) e no intersticio (mastocitos e plasmocitos) puderam ser identificados. A matriz
extracelular mostrou-se bem preservada, com fibras e feixes de colageno.

Os mastodcitos foram observados com certa facilidade no estroma da glandula
mamaria das cabras em todos os gendtipos estudados, tanto na andlise histologica
(Figura 1-D) como ultra-estrutural (Figura 2-C). Histologicamente e ultra-estrutural-
mente, o citoplasma dos mastdcitos mostrou-se preenchido pelos tipicos granulos
citoplasmaticos eletrondensos e metacromaticos, respectivamente. Apesar dos mastdci-
tos apresentarem-se com morfologia varidvel, mas predominantemente elipticos, a
analise detalhada evidenciou que o limite celular ¢ desprovido de projecdes citoplas-
maticas.

Além dos mastocitos, plasmocitos foram identificados na analise ultra-estrutural
do estroma mamario, gracas ao padrdo caracteristico de condensa¢do da cromatina no
nucleo destas células (Figura 2-C).

Os alvéolos mostraram-se constituidos por células epiteliais secretoras, células
indiferenciadas e células mioepiteliais. As células indiferenciadas apresentaram-se
localizadas entre as células secretoras, acima das mioepiteliais sem atingir a superficie
luminal. O alvéolo pode ser delimitado nas preparagdes ultra-estruturais através da
localizac¢do da lamina basal, a qual se mostrou bem definida e situada abaixo das células

mioepiteliais. O padrao de desenvolvimento do epitélio secretor apresentou-se variavel,
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com diferencas na altura das células e grau de diferencia¢do, em todos os animais de
cada um dos genoétipos analisados.

As células mioepiteliais, sdo alongadas e circundam os alvéolos secretores,
formando uma estrutura que lembra uma rede. Este tipo celular foi observado em todos
os gendtipos estudados tanto na microscopia Optica quanto na microscopia eletronica de
transmissdo (Figuras 1D e 2B).

A localizagdo das células indiferenciadas mostrou-se invaridvel entre os
genotipos e estas se apresentaram isoladas ou formando pequenos grupos. Estas células
exibiram pleomorfismo com relacdo ao seu tamanho e forma, podendo ser grandes ou
pequenas, no entanto sempre menores que as células secretoras. A forma predominante
observada foi a triangular, com bordas mais ou menos arredondadas, sugerindo uma
conformacdo tridimensional piramidal. O citoplasma das células indiferenciadas
apresentou-se muito eletronlicido e de granulagdo fina, com raras organelas
membranosas € poucas mitocondrias com formas arredondadas (Figura 3).

Vale ressaltar que estas células apresentam nucleos polimorficos, tendendo a
regular. Em muitas células indiferenciadas, o nticleo mostrou-se com uma invaginagdes,
com uma dobra ou bilobulado, sugerindo, talvez, a presenca de um reticulo
nucleoplasmatico. Nas cé€lulas indiferenciadas maiores e menores, o padrdo de
condensa¢do da cromatina tende a ser eucromdtico (Figuras 3E-F) e heterocromatico
(Figuras 3A-D), respectivamente.

Na Figura 3E observa-se um par heterogéneo de células indiferenciadas, com
sugestoes de que estas passaram recentemente por uma divisdo celular mitotica
assimétrica, a qual resultou na formagao de duas células com quantidades diferentes de

citoplasma.

3.3. Células secretoras

O citoplasma das células epiteliais secretoras de cabras do genotipo AA
apresentou-se basofilo e representativo da elevada atividade de secreg¢do, a qual ¢
atribuida a este geno6tipo (Figura 4).

As células secretoras apresentaram-se colunares ou cubodides, com nucleos
situados na regido basal, presenca massiva de organelas membranosas e mitocondrias
eletrondensas, alongadas com cristas ndo muito bem preservadas. Os nucleos destas

células possuem nucléolos evidentes e cromatina descondensada compativeis com a
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Figura 3 — Micrografias de células indiferenciadas do parénquima mamaério de cabras. A
magnitude dos aumentos em A e E foi de 4334x, B e C de 18495x, D de
9720x e em F de 6278x. A micrografia B mostra detalhe de A em maior
aumento.
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Figura 4 — Parénquima mamadrio de cabras pertencentes ao genotipo AA. Todas as
imagens contém cortes histologicos semifinos com coloragdo Richardson.
Magnitude dos aumentos em A, B, C ¢ D de 80x.

atividade de sintese exercida por estas células. Microvilosidades curtas e cilindricas
foram observadas na superficie apical das células secretoras, no entanto, estas se
apresentaram mais freqiientes nas adjacéncias do perimetro apical das células (Figura
5A,9D e 9E).

O citoplasma das células epiteliais secretoras com este genotipo revelou um
citoplasma preenchido quase que totalmente preenchido por reticulo endoplasmatico
rugoso e vesiculas tipicas do Aparelho de Golgi, além de numerosas mitocondrias
(Figura 5).

Ultra-estruturalmente, o citoplasma das células epiteliais secretoras das cabras
com gendtipo AA mostrou-se diferente daqueles observados nas células secretoras de
cabras com genoétipos EE, EF e AF, por apresentarem dilatagdo da luz do sistema de

endomembranas do reticulo endoplasmatico rugoso e Golgi.
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Figura 5 — Micrografias de células epiteliais secretoras do parénquima mamério de
cabras pertencentes ao gendtipo AA. Magnitude dos aumentos em A, C, E e
F de 6278x, em B 18495x e em D 9720x. B mostra detalhe do Aparelho de
Golgi de A em maior aumento.
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Na glandula mamaria de cabras do gendtipo EE observou-se a presenga de
vesiculas citoplasmaticas grandes e pequenas, localizadas principalmente nas regides
basal e apical do citoplasma, respectivamente (Figura 6-B). Com o intuito de pesquisar
a natureza protéica destas vesiculas utilizaram-se as colorag¢des de azul de bromofenol e

Xylidine Ponceau. Na coloracdo de rotina Toluidine-Pironine obteve-se uma coloragio

relativamente uniforme do citoplasma destas células (Figura 6-C e 6-D).

Figura 6 — Parénquima mamario de cabras pertencentes ao genotipo EE. As imagens A
e B contém cortes histologicos semifinos com coloragdo Richardson e C e D
coloracdo Toluidine-pironine. Magnitude dos aumentos em A de 80x, B e C
de 40x, D de 125x.

Nas das células epiteliais secretoras do gendtipo EE observou-se a presenca de
pefis de reticulo endoplasmatico rugoso e de cisternas de Golgi dilatadas espalhadas
pelo citoplasma (Figura 7). Em alguns casos, observaram-se diferencas de
eletrondensidade do contetido presente na luz dilatada destas estruturas (Figura 7-A)
indicando possiveis diferengas na natureza quimica das mesmas.

Nas células epiteliais secretoras de cabras com gendtipos heterozigotos EF e AF
observaram-se elementos do sistema de endomembranas com luz dilatada, e este padrao

morfologico difere daquele encontrado nos gendtipo AA.
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Figura 7 — Ultra-estrutura das células epiteliais secretoras do parénquima mamario de
cabras pertencentes ao gendtipo EE. Magnitude dos aumentos em A e D de
4334x e B e C de 6278x.

Na glandula mamaria de cabras do genotipo EF a semelhanga do gendtipo EE, as
células secretoras apresentaram por¢des de reticulo endoplasmatico rugoso com luz
dilatada que lembram vesiculas grandes, principalmente localizadas na por¢ao basal do
citoplasma. Este padrdo morfologico também difere do observado no gendtipo AA.
Neste gendtipo, observou-se a presenga de gotas com coloragdo acinzentada na regido
apical do citoplasma sugestivas da presenga de lipideos no seu contetdo.

No Iumen alveolar observou-se a presenga de particulas citoplasmaticas
anucleadas com morfologia similar a do citoplasma das células secretoras no limen dos
alvéolos, sendo estes indicativos do processo de secrecao apocrina do leite descrito para
esta espécie (Figura 8).

A ultra-estrutura das células epiteliais secretoras do parénquima mamario das

cabras do genotipo EF, revelou a presenca de vesiculas citoplasmaticas grandes
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Figura 8 — Morfologia das células epiteliais secretoras do parénquima mamadrio de
cabras pertencentes ao genotipo EF. Todas as imagens contém cortes
histologicos semifinos com coloragdo Richardson. Magnitude dos
aumentos em A e B de 80x.

distribuidas por quase toda a totalidade do citoplasma (Figura 9). A presenga de
vesiculas fortemente contrastadas no citoplasma de algumas células (Figura 9A-D) e
outras contendo caseinas (Figura 9A-D-F) também foram visualizadas neste genotipo.

A presenga de dilatagdes na luz do reticulo endoplasmatico rugoso e Golgi nos
genotipos EE e EF dificultaram a visualizagdo da morfologia caracteristica destas
organelas e desta forma, o citoplasma apresentou-se repleto destas estruturas
semelhantes a vesiculas.

Nos animais com o gendétipo heterozigoto AF, o padrao morfolégico apresentado
pelas células epiteliais secretoras do epitélio da glandula mamaria mostrou-se
intermediario ao apresentado pelos animais dos gendtipos AA e EE/EF.

A ultra-estrutura das células epiteliais secretoras da glandula mamaria de cabras
do genotipo AF mostrou um padrao de vesiculas citoplasmaticas ligeiramente dilatadas
e também se observou presenca de granulos de caseinas em vesiculas citoplasmaticas

(Figura 11A-B).
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Figura 9 — Ultra-estrutura das células epiteliais secretoras do parénquima mamario de
cabras pertencentes ao genotipo EF. Magnitude dos aumentos em A, C, D e
E de 6278x, B de 4334x ¢ F de 18495x.
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Figura 10 — Morfologia das células epiteliais secretoras do parénquima mamario de
cabras pertencentes ao genotipo AF. Todas as imagens contém cortes
histologicos semifinos com coloragdo Richardson. Magnitude dos
aumentos em A de 60x e de B de 80x.

Figura 11 — Ultra-estrutura das células epiteliais secretoras do parénquima mamario de
cabras pertencentes ao genotipo AF. Magnitude dos aumentos em A, e E de
B e C de 18495x e D de 4334x. B e C contém detalhes ampliados da
micrografia A.
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4, Discussao

O padrdo organizacional observado nas andlises histologicas da glandula
mamaria de cabras adultas e lactantes, independente dos genotipos para o -caseina, € a
presenga diferentes estagios de diferenciag@o celular e alveolar nas diferentes amostras
analisadas de um mesmo animal mostraram-se compativel com a ativa capacidade de
regeneragao do epitélio mamario durante a lactagao (Ellis e Capuco, 2002; Smith e
Boulanger, 2002).

A presenga de mastdcitos no intersticio interlobular do parénquima mamario ¢
compativel com as descricdes sobre a localizacdo deste tipo celular em tecidos
conjuntivos de 6rgaos que, como a glandula mamaria, possuem contato com o ambiente.
As fungdes especificas deste tipo celular estdo relacionadas ao seu papel de efetor nas
reagOes alérgicas e em outras respostas imunoldgicas associadas a doengas auto-imunes,
processos de tolerdncia periférica e de resposta a patégenos (Mekori e Metcalfe, 2000;
Galli et al., 2005; Metz e Maurer, 2007).

Os plasmocitos, que também foram observados no estroma interlobular
conjuntivo da glandula mamaria de cabras, sdo células que se diferenciam a partir de
linfocitos B através de um processo de diferenciacdo plasmocitica e sua presenca esta
relacionada com a resposta imune humoral, ou seja, sintese e secrecdo de
imunoglobulinas (Lin et al., 2003).

A presenca de células indiferenciadas, multipotentes no epitélio alveolar
mamario de cabras lactantes foi descrita por Li et al. (1999), por meio do emprego de
técnicas de imuno-histoquimica e microscopia optica. Estes autores denominaram estas
células como células claras que exibem formato cubdide, e que ndo se estendem até o
limen alveolar e situando-se na regido basal das células epiteliais colunares secretoras
dos alvéolos.

Neste trabalho a identificacdo da populacao de células indiferenciadas através de
analises histoldgicas, mesmo sem a utilizacdo de marcadores imuno-histoquimicos para
este tipo celular, foi possivel considerando-se apenas a auséncia de coloragdo no
citoplasma destas células que ¢ resultante da pouca diferenciagao citologica das mesmas
como observado anteriormente por Ellis ¢ Capuco (2002) e Woodward et al. (2005).

A analise ultra-estrutural de tecidos com capacidade de crescimento e
regeneracdo, como o tecido epitelial mamadrio, possibilitou a identificagdo e

caracterizagdo das células indiferenciadas especificas (Smith et al., 2002). Estas células
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sdo consideradas progenitoras, ou células-tronco, pois podem se autorenovar e dar
origem a outras linhagens de células teciduais. Por defini¢cdo sdo consideradas como
“células-tronco” aquelas que mantém suas caracteristicas indiferenciadas enquanto
servem como fonte de células que quando sofrem diferenciagdo perdem suas
caracteristicas de divisdao e adquirem fung¢des especializadas (Chepko e Smith, 1999).

As principais fungdes atribuidas as “células-tronco” presentes no parénquima
mamario consistem em: promog¢ao do desenvolvimento da glandula mamaria, permitir a
expansao tecidual e o remodelamento da glandula mamaria durante os multiplos ciclos
de gesta¢do, lactacdo e involugdo e servir como reserva para reparos de lesoes teciduais
(Woodward et al., 2005).

As observacdes descritas quanto ao pleomorfismo apresentado pelas células
indiferenciadas no parénquima mamario de cabras assemelham-se aquelas relatadas em
glandula mamaria de ratas por Chepko e Dickson (2003). Chepko e Smith (1997)
classificaram as células indiferenciadas do epitélio mamario de ratas com base no
tamanho e caracteristicas de diferenciacdo em células claras pequenas, células claras
grandes indiferenciadas e células claras grandes diferenciadas.

A presenca de pares homogéneos ou heterogéneos de células indiferenciadas no
epitélio foi relacionada a processo de mitoses simétricas e assimétricas por
Chepko e Smith (1997).

As diferengas morfologicas evidenciadas no citoplasma das células epiteliais
secretoras nos gendtipos AA, EE, EF e AF para o gene da ay-caseina refletiram as
diferentes expressoes deste gene nestes genoOtipos e seus reflexos na atividade de
secrecdo destas células. No gendtipo AA, o citoplasma das células epiteliais secretoras
apresentou-se basofilo e representativo da elevada atividade de secre¢do, a qual ¢
atribuida a este genotipo.

A presenca de dilatagdes na luz do reticulo endoplasmatico rugoso e cisternas de
Golgi, nos gendtipos EE e EF, reforca os achados de Chanat et al. (1999) que
observaram estas peculiaridades morfologicas no citoplasma das células epiteliais
secretoras, em animais homozigotos para os alelos O, F, G e E, as quais sdo sugestivas
de disfun¢do nos mecanismos de secrecdo das caseinas do leite na presenga de alelos
com expressdo intermedidria , baixa ou nula de o;-caseina.

O padrao de vesiculas fortemente dilatadas que observamos no genotipo EE
difere do apresentado por Chanat et al. (1999) que descreve dilatagio moderada das

vesiculas do reticulo endoplasmatico nas células epiteliais secretoras deste genotipo.
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Estes mesmos autores concluiram com base em dados de microscopia eletronica
que a secre¢do das caseinas pelo reticulo endoplasmatico ¢ dependente da o -caseina.
Sabendo-se que a agregacao das caseinas, para a formagao das micelas, inicia-se dentro
das vesiculas do complexo de Golgi, apos a fosforilagdo das mesmas, e ¢ dependente da
concentragdo de a-caseina, o perfil de grandes vesiculas citoplasmaticas ¢ compativel
com estas possiveis falhas nos processos de secre¢do dos constituintes do leite.

Considerando os resultados histologicos obtidos com as coloragdes especificas
para proteinas, pode-se inferir que a natureza das porgdes dilatadas do reticulo
endoplasmatico rugoso e das cisternas de Golgi observadas no genétipo EE e EF nao ¢
exclusivamente protéica. Na ultra-estrutura das células secretoras deste genotipo
também foram observadas diferencas de eletrondensidade em vesiculas situadas
principalmente na regido apical (Figura 7-A e 9D) corroborando com possiveis
diferengas na natureza quimica das mesmas, possivelmente incluindo a presenga de
lipideos. Segundo Evers (2004) as vesiculas contendo os globulos de gordura formam-
se na regido basal e tendem a se fundir com vesiculas do complexo de Golgi a medida
que migram para a regido apical das células secretoras do epitélio mamario.

Devido a particularidades da metodologia utilizada para a preparacdo do
material destinado as andlises por microscopia eletronica de transmissdo, a
diferenciag¢do entre as porg¢des dilatadas do reticulo endoplasmatico rugoso e cisternas
de Golgi foi prejudicada pela dificuldade de visualizacdo de ribossomos ligados a
membrana do reticulo endoplasmatico rugoso.

Os padrdes histologico e ultra-estrutural apresentados pelas células epiteliais
secretoras do gendtipo heterozigoto AF contendo vesiculas citoplasmaticas ligeiramente
dilatadas mostraram-se intermedidrios aqueles apresentados pelos animais dos
genotipos AA e EE/EF, sendo compativel com a presenca de um alelo de alta expressao

e um de baixa expressao para o gene da o;-caseina.

5. Concluséo

O padrao de organizagdo geral do parénquima mamaério de cabras em lactacdo e os
tipos celulares presentes nao variam em funcdo dos gendtipos para og-caseina
analisados AA, EE, EF ¢ AF.

A morfologia e a ultra-estrutura das células epiteliais secretoras da glandula

mamaria de cabras estdo fortemente associadas ao genodtipo para og-caseina. Os
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genotipos EE e EF sdo os que mais diferem do padrao morfologico apresentado pelo
gendtipo AA devido a presenga de dilatagdes nas vesiculas do reticulo endoplasmatico e
do complexo de Golgi, enquanto o padrdo das células epiteliais dos animais AF

mostrou-se intermediario.
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