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1. INTRODUCAO
1.1. Consumo e Producao de leite no Brasil

O Brasil ¢ o quinto maior pais produtor de leite no mundo, apresentando, em média, um
milhdo de produtores rurais, o que resulta em uma producao de 34,6 bilhdes de litros de leite
por ano (MINISTERIO DA FAZENDA, 2024).

Desse modo, a produgdo e o consumo de leite bovino no Brasil vém passando por
transformagoes significativas nos ultimos anos. Em 2023, segundo a Pesquisa da Pecuaria
Municipal do IBGE, o pais atingiu uma produgdo recorde de 35,4 bilhdes de litros de leite,
mesmo com uma leve queda no nimero de vacas ordenhadas, reflexo da maior tecnificacao no
setor (IBGE, 2024). Essa producao, no entanto, contrasta com a tendéncia de queda no consumo
interno. Dados do governo federal indicam que o consumo per capita caiu de 175 litros por
habitante/ano em 2013 para cerca de 167 litros em 2022 (ABLYV, 2023; BRASIL, 2024), o que
representa uma reducao de aproximadamente 4,5% em uma década. Entre os principais fatores
associados a essa diminuigao estdo o aumento do custo dos produtos lacteos, a substitui¢do por
bebidas vegetais e mudangas nos habitos alimentares da populacdo brasileira, especialmente
entre pessoas que relatam desconfortos gastrointestinais ao consumir leite de vaca. Problemas
como distensao abdominal, gases, diarreia e coélicas sdo frequentemente associados a
intolerancia a lactose, mas também podem estar ligados a proteina beta-caseina A1, presente na
maioria dos leites convencionais. Diante disso, muitos consumidores tém optado por
alternativas vegetais como bebidas de soja, améndoas, aveia e coco, vistas como opg¢des mais
leves, digeriveis e compativeis com dietas restritivas ou preferéncias alimentares (BRASIL,
2024; EMBRAPA, 2025).

Essa retragdo no consumo ¢ ainda mais preocupante quando comparada as
recomendacgdes nutricionais. De acordo com a Embrapa (EMBRAPA, 2025), o consumo ideal
de leite para adultos deveria ser de cerca de 219 litros por ano, patamar bem acima da média
nacional atual. Além disso, a elevada importagdo de lacteos em 2023 (2,2 bilhdes de litros em
equivalente leite) contribuiu para a queda no prego pago ao produtor, afetando a
sustentabilidade da cadeia produtiva (IBGE, 2024).

Entretanto, pesquisas realizadas mostram um aumento considerado na produgdo e
produtividade de leite entre os anos de 2011 e 2021 (ANDRADE et al., 2023), apresentando
uma evolucao na producao de 32,1 bilhdes de litros (2011) para 35,3 bilhdes de litros (2021) e
uma evolu¢do na produtividade de 1382 litros/cabega/ano (2011) para 2214 litros/cabeca/ano

(2021). Este avanco tem como justificativa a variedade de estabelecimentos e o aumento da
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dispersao no espaco geografico, tendo em vista que a produgdo leiteira se consolidou nas bacias
leiteiras que ja existiam no Pais (Sul e Minas Gerais), além de se intensificar em outras regides,
como o Nordeste Oriental (ANDRADE et al., 2023).

Nota-se, portanto, que apesar de uma queda na produgdo e consumo, o leite bovino
apresentou uma evolucao na producao e produtividade de leite em 10 anos (2011 a 2021). Visto
que, nesses produtos ha requisitos nutricionais essenciais para a vida da populagao, ¢ necessario
adequar a oferta procurando priorizar caracteristicas do leite que ndo causem prejuizos ao
consumidor, por exemplo, aumentar uma maior oferta de leite A2, para que uma menor
quantidade de pessoas que precise optar pelo leite vegetal e garanta os nutrientes presentes no
leite de vaca.

1.2. Importancia e Composicio do leite bovino

Sob o ponto de vista econdmico, o leite bovino exerce papel fundamental na estrutura
produtiva do agronegocio brasileiro, especialmente por sua capacidade territorial e impacto
social. Em 2023, o valor da produgdo leiteira no Brasil alcangou R$ 80,3 bilhdes, representando
cerca de 71,5% do valor total dos produtos de origem animal levantados pela Pesquisa da
Pecuaria Municipal (IBGE, 2024). A cadeia do leite ¢ composta majoritariamente por pequenos
e médios produtores, gerando milhdes de empregos diretos e indiretos, principalmente em areas
rurais, onde atua como importante vetor de fixacdo da populacdo no campo e dinamizagdo das
economias locais.

Além do ponto de vista econdmico, o leite bovino contém valor nutritivo elevado, com
alta concentragao de célcio, o qual contribui para a formacao e manutencdo dos o0ssos, vitaminas
A, B1, B2, proteinas e minerais que contribuem para uma vida saudavel, um crescimento ideal
e a manutencao e sintese de tecidos.

Em primeiro lugar, hd no leite dois principais grupos de proteinas, sendo eles as
caseinas, as quais representam 80% das proteinas, e as proteinas do soro do leite, que
representam 20% da quantidade de proteinas presentes no leite. Desse modo, as caseinas sdao
divididas em quatro: alfa s1, B, kappa e a gama-caseina, sendo um produto da degradacao da 3-
caseina. Enquanto as proteinas do soro do leite dividem-se em B-lactoglobulina (LGB), alfa-
lactoalbumina (LALBA), imunoglobinas (IgGs), glicomacropeptideos (GMP), albumina sérica
bovina (BSA), lactoperoxidase, lisozima e lactoferrina, sendo essas trés tultimas, proteinas
menores (KAMINSKI; CIESLINSKA; KOSTYRA, 2007).

Assim, membros de uma familia multigénica codificam as caseinas, logo, os genes que

codificam as quatro caseinas estdo presentes no cromossomo 6 em bovinos.



Neste projeto, busca-se um maior foco nas f-caseinas, pois sdo nelas que ocorrerdao a
genotipagem do leite, buscando uma diferenciagdo dos alelos Al e A2.

A pesquisa realizada por GAI et al., (2023) investigou a influéncia dos genoétipos da 8-
caseina (A1A1, AiA2 e A2A2) nas propriedades fisico-quimicas e funcionais do leite bovino,
apresentando que nao ha diferengas significativas na composi¢ao geral do leite (teor de gordura,
proteina e lactose) entre os gendtipos. Entretanto, leite Ai1A: apresentou pH mais baixo, maior
teor de manganés, tendéncia a coagular mais rapidamente e formar géis mais firmes, embora as
diferencas nao fossem estatisticamente significativas. Enquanto o heterozigoto teve o pH mais
alto e apresentou globulos de gordura significativamente menores, o que pode estar relacionado
a sua maior estabilidade contra a formagdo de nata, além de apresentar maior resisténcia a
mudanca de pH, indicando maior capacidade de tamponamento. Estes autores concluiram,
portanto, que o leite Al ¢ mais adequado para fabricacdo de queijos devido a melhor
coagulagdo, enquanto o leite A2 ¢ ideal para produtos que necessitam de estabilidade contra a
formagdo de nata, como iogurtes, onde a textura mais macia pode facilitar a digestdo. Por
ultimo, o leite A1A2 possui caracteristicas intermedidrias entre a capacidade de coagulacdo e

estabilidade contra a formagao de nata.

1.3. B-caseina e a formacao da B-casomorfina 7

O gene CSN2 ¢ responsavel por codificar a f-caseina e esta presente no cromossomo 6
em bovinos, como citado anteriormente.

Dessa maneira, a B-caseina possui 13 variantes genéticas, como Al, A2, A3,B,C, D, E,
F, H1, H2, I e G, sendo as formas mais comuns em gado leiteiro A1 e A2, a forma menos comum
¢ a B e as formas raras sio A3 e C (KAMINSKI; CIESLINSKA; KOSTYRA, 2007).

O alelo A2 ¢ uma variante ancestral, a qual possui uma citosina na posi¢ao 304 do gene,
o que resulta em uma prolina (CCT) na posi¢do 67 da proteina. Por outro lado, o alelo A1 é uma
variante resultante de uma mutagdo do éxon 7 do gene, apresentando uma adenina na posi¢ao
304 do gene, resultando em uma histidina (CAT) na posi¢do 67 da proteina (KULIBABA;
SAKHATSKYT; LIASHENKO, 2023). Todavia, o polimorfismo A2 possui baixa probabilidade
de sofrer clivagem enzimatica durante a digestdo, enquanto o polimorfismo Al apresenta
maiores chances de sofrer clivagem enzimatica, o que resulta em um peptideo denominado -
casomorfina-7, um agonista conhecido do receptor p-opioide, encontrando-se principalmente

no sistema nervoso central e no sistema do trato digestivo.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/agonist

Figura 1 - Diferenca da posi¢do 67 da beta-caseina Al e A2 e a formag¢do do BCM-7. A
molécula da [-caseina A2 contém uma prolina na posi¢do 67, enquanto a molécula da [-
caseina Al contém uma histidina, a qual sofre clivagem no processo digestivo, liberando o
peptideo bioativo, conhecido como p-casomorfina-7.
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Fonte: (Kirk et al., 2017)

Em geral, as B-casomorfinas (BCMs) sdo peptideos bioativos originarios da -caseina,
apresentando uma cadeia de comprimento de 4-11 aminoacidos, iniciando com uma tirosina na
posi¢io 60 (KAMINSKI; CIESLINSKA; KOSTYRA, 2007). Estes sdo estaveis ¢ contém alta
resisténcia contra clivagens enzimaticas por enzimas proteoliticas comuns, o que resulta em
uma maior durabilidade no organismo. Entretanto, a dipeptidilpeptidase IV é uma protease
presente na superficie de células do intestino, figado e sistema imunoldgico capaz de reconhecer
alguns BCMs (geralmente apresentam prolina em posicdo estratégica), o que permite a
clivagem por esta enzima.

Em um ambito mais especifico, a B-casomorfina-7 ¢ um peptideo bioativo com forte
atividade opioide, assim, com o avango das pesquisas cientificas, demonstraram que o leite
contendo B-caseina Al, responséavel pela formacao deste bioativo ¢ capaz de causar danos ao

organismo humano (Kaminski; Cieslinska; Kostyra, 2007)

1.4. Danos relacionados ao Consumo de Leite A1

Nota-se que o consumo de leite A1 pode ocasionar maleficios a satide de pessoas que o
consomem, como danos ao sistema gastrointestinal (com sintomas semelhantes a intolerancia
a lactose), diabetes mellitus tipo 1, doengas cardiovasculares e doengas neuroldgicas. Apesar
de apresentar estudos que apontam esses danos, este assunto ainda necessita de muita pesquisa
para uma maior comprovagao desses maleficios (Kaminski; Cieslinska; Kostyra, 2007).

Uma pesquisa realizada com esportistas (Kaplan et al., 2022), além de identificar a
importancia nutricional do leite para praticantes de esportes, sendo rico em proteinas, lipidios,
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aminoacidos e minerais, o que beneficia a recuperagdo muscular, resisténcia e hidratagao,
identificou que a maioria dos atletas ao consumirem o leite tradicional (contendo a B-caseina
A1l e A2) apresentaram desconforto gastrointestinal, diretamente relacionado com a formagao
da B-casomorfina-7 durante a digestao. Assim, concluiram que o leite A2, contendo apenas a f3-
caseina A2, ¢ a melhor opcdo para os atletas que apresentaram os sintomas ocasionados pelo
consumo do leite A1, oferecendo os mesmos beneficios a saude que o leite convencional.

Em primeiro lugar, os problemas gastrointestinais sdo causados pela clivagem da [-
caseina A1, ao liberar o BCM-7 (agonista dos receptores pi-opioides), que pode resultar em uma
reducdo da motilidade gastrointestinal, aumento da produ¢do de muco, prejudicando a barreira
intestinal, redu¢do da massa bacteriana benéfica e aumento das bactérias patogénicas. Assim,
com o consumo do leite A1, em comparagdo com o consumo do leite A2, ha uma alta resposta
inflamatoria, devido ao BCM-7 se ligar a receptores opioides no trato gastrointestinal, modular
a resposta imune e aumentar a permeabilidade intestinal devido a produgdo excessiva
de mucina, o que permite que esse peptideo bioativo, bactérias e outras moléculas pro-
inflamatorias entrem na corrente sanguinea, ativando o sistema imunolégico. Além disso, um
estudo realizado em murinos, baseado no consumo de variantes semelhantes a A1 do leite de
vaca com [-caseina, foi realizado para monitorar a resposta inflamatoria resultante no intestino
do murino, o que identificou o aumento de citocinas pro-infamatorias € uma maior atividade da
mieloperoxidase, um marcador da inflamagao do intestino, promovendo uma resposta imune
Th2 (Kaplan et al., 2022a).

Uma pesquisa realizada com 45 voluntérios chineses (Jiangin et al., 2016), comparou
participantes que consumiram leite contendo -caseina A1 e A2 e outros que consumiram leite
apenas contendo a B-caseina A2. Os resultados desse estudo apresentaram, aos que tiveram
contato com a B-caseina A1, uma elevada quantidade de inchaco, flatuléncia, dor abdominal e
borborigmos; um aumento de interleucina-4 (IL-4), imunoglobulina G (IgG), imunoglobulina
E (IgE) e IgG1, apontando uma maior inflamagao sistémica; uma menor concentracao fecal de
acidos graxos de cadeia curta (SCFA), tendo em vista uma menor atividade anti-inflamatoria
intestinal. Por conseguinte, quando os pacientes que consumiam o leite com ambas B-caseinas
passaram a consumir apenas o leite contendo a B-caseina A2, a inflamacdo intestinal obteve
melhora. Além disso, o leite heterozigoto (A1A2) ocasionou um tempo de transito colonico e
total de cerca de seis horas mais lento; um aumento de tempo de resposta e a taxa de erro,
indicando redu¢ado da velocidade e precisdo cognitiva. Tanto os pacientes intolerantes a lactose,

quanto os pacientes tolerantes apresentaram piora dos sintomas gastrointestinais, o que sugere
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que parte desses sintomas podem ser atribuidos ao consumo do leite contendo a f-caseina Al.
Assim, os pacientes que apenas tiveram contato com a -caseina A2, ndo apresentaram nenhum
nesses efeitos negativos no organismo (Jianqin et al., 2016).

De acordo com Chia et al. (2017), a hipotese central € que a B-caseina A1, presente na
maioria das vacas do Ocidente ¢ uma das principais causas para o desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 1 (DM1). Isso ocorre por meio do mimetismo celular, devido 8 BCM-7 possuir
sequéncias de aminoacidos semelhantes as proteinas humanas, como o GLUT-2, um
transportador de glicose presente nas células P pancredticas. Dessa forma, o sistema
imunoldgico produz anticorpos para 0o BCM-7, podendo atingir também células B pancreaticas
e o0 GLUT-2, o que contribuiria para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 1 em pessoas
geneticamente suscetiveis. A pesquisa ainda aponta que, em virtude do alto consumo de leite
contendo a B-caseina A1, como na Finlandia e Suécia, houve uma alta incidéncia de diabetes
mellitus tipo 1, enquanto Japao e Venezuela, com baixo consumo, t€ém baixa incidéncia. Outro
caso ¢ a China, em que apresentou um aumento de casos de DM1, os quais sdo correlacionados
com o aumento do consumo de laticinios.

Para comprovar essa hipotese sobre o DM, Chia et al. (2017) relatam um estudo
realizado em camundongos utilizados como modelo de diabetes autoimune. Nele, 47% dos
animais alimentados com uma dieta rica em -caseina A1 desenvolveram diabetes mellitus tipo
1. Em contrapartida, nenhum dos camundongos que se alimentaram com uma dieta contendo
B-caseina A2 desenvolveu a doenga. Além disso, em um grupo experimental, os camundongos
foram expostos a uma dieta com P-caseina Al e naloxona, uma substancia que ¢ um antagonista
dos receptores opioides, impedindo que o BCM-7 se ligue a eles. Dessa forma, mesmo que o
BCM-7 fosse liberado, os receptores estariam bloqueados, atenuando o efeito. Esse resultado
sugere fortemente a acdo do opioide no desenvolvimento da doenga.

Todavia, um estudo realizado por Yin; Miao; Zhang (2010) apresentou dados que
divergiram com a ideia de que a BCM-7 teria relacdo com o desenvolvimento de DM1. Por
meio de experimentos que visavam investigar os possiveis efeitos da beta-casomorfina-7 contra
a hiperglicemia e o estresse oxidativo mediado por radicais livres em ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocina, foi realizada a analise dos niveis de glicose sanguinea e da atividade de
enzimas antioxidantes plasmaticas, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase e a
glutationa peroxidase. Desse modo, apds a administragdo oral de B-casomorfina-7 (7.5%10°®

mol/dia) por 15 dias, os ratos apresentaram redu¢@o nos niveis elevados de glicose sanguinea,



aumento da insulina plasmatica e um aumento da atividade de SOD e catalase, sugerindo
melhoria no status antioxidante.

Ademais, Summer et al. (2020) citam que EFSA (European Food Safety Authority,
2009) revisou os estudos disponiveis € nao encontrou evidéncias experimentais consistentes em
modelos animais que comprovem que a beta-caseina A1l seria um potencial mecanismo para o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 1. Ainda concluiu, que os resultados de estudos
epidemiologicos e em modelos animais foram controversos € nado demonstraram mecanismos
biologicos claros que expliquem a indugdo do DM-1 por A1 ou BCM-7.

Existem estudos que relacionam o consumo de leite contendo a B-caseina Al(Reichelt
etal., 2012) com o desenvolvimento ou agravamento do caso do Transtorno do Espectro Autista
(TEA), como a Teoria do Excesso de Opioides, em que se acredita que individuos com TEA
apresentam uma condi¢do de aumento da permeabilidade intestinal, o que possibilitaria que
peptideos de tamanho maior, como o BCM?7, atravessassem a barreira mucosa, ingressando na
circulagdo. A hipdtese também sugere que uma atividade ou expressao reduzida da Dipeptidil
Peptidase IV (DPPIV), que cliva especificamente peptideos com prolina ou alanina na
penultima posi¢do, como ¢ o caso do BCM7, em um subgrupo de individuos com TEA
constituiria um fator de risco, permitindo que o BCM?7 circule intacto por mais tempo.

Acredita-se, entdo, que esse opioide cruzaria a barreira hematoencefélica e atuaria como
um agonista de receptores opioides p (MOR) no sistema nervoso central, dificultando o
desenvolvimento neuroldgico, a cogni¢do e o comportamento, potencialmente exacerbando os
sintomas do autismo (Reichelt et al., 2012).

Entretanto, Summer et al. (2020) compara dois estudos em que um se discute a presenga
de BCM7 em urinas de criangas com transtorno do espectro autista e relataram melhora com
dietas sem caseina. Por outro lado, outro estudo relatou que nao detectaram BCM7 na urina de
criancas com TEA. Foi descrito também que mesmo que o BCM7 seja encontrado no sangue,
nao ha comprovacdes de que ele cruze a barreira hematoencefélica em quantidades suficientes
para afetar o cérebro. Além disso, apesar da teoria sugerir uma deficiéncia na enzima DPPIV,
este artigo descreveu que ha estudos conflitantes, pois alguns mostram niveis mais baixos de
DPPIV em autistas, enquanto outros mostram niveis mais altos.

Finalizando o quesito dos maleficios causados pelo consumo do leite A1, relacionando
ao consumo de leite materno e bovino no periodo de amamentacao, de acordo com as diretrizes
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ¢ recomendado que os bebés sejam alimentados

exclusivamente com leite materno durante os primeiros seis meses de vida. Essa recomendagao
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se baseia, entre outros fatores, nos comprovados beneficios do leite humano para a saude
infantil, os quais podem ser mais bem compreendidos ao se observar as diferencas moleculares
entre o leite humano e o leite bovino (Kaplan et al., 2022b).

Uma dessas diferencas estd na B-caseina: no leite materno, essa proteina possui a prolina
na posicdo 67, caracterizando-a como uma subvariante A2. Essa composi¢do especifica
dificulta a liberacdo do peptideo B-casomorfina-7 durante a digestdo, o que contribui para a
redugdo de problemas gastrointestinais como diarreia, distensdo abdominal e alteragdes nas
fezes. Desse modo, estudos indicam que essa subvariante A2, presente no leite materno,
associa-se a melhores indices de sobrevivéncia, desenvolvimento e satide geral em comparagao
com bebés alimentados com formulas infantis que contém tanto a variante A1 quanto a A2 da
B-caseina. Além disso, a amamentagdo proporciona diversos beneficios imunolédgicos, como o
fortalecimento do sistema de defesa do bebé por meio da transferéncia de anticorpos da mae
pelo leite. Esse processo esta ligado a diminuic¢do da incidéncia de doengas como otite média,
meningite e da Sindrome da Morte Stbita Infantil (SMSI). A amamentagdo também pode atuar
como fator protetivo contra o desenvolvimento de diabetes tipo 1, uma vez que retarda a
introducao do leite de vaca na dieta do bebé e, consequentemente, o contato com a B-caseina
Al (Kaplan et al., 2022).

Apesar de existir essa hipotese em que o BCM7, ao cruzar a barreira hematoencefalica
ainda imatura dos bebés, se ligaria aos receptores opioides no centro de controle respiratdrio do
tronco cerebral, causando apneia e morte, Summer et al., (2020), demonstraram que criangas
amamentadas no peito (que ndo consomem BCM?7 bovino) também morrem de SMSI,
indicando que a causa ¢ multifatorial e ndo pode ser atribuida a um Unico peptideo na dieta.
Ademais, de acordo com EFSA (European Food Safety Authority, 2009), nenhum dado
convincente apoiou a ideia de que o BCM7 ou a nutricdo em geral aumentavam o risco de
SMSI.

Conclui-se, entdo, que os principais efeitos na satde, devido ao consumo de leite
contendo a B-caseina A1, resumem-se em maior tempo de transito gastrointestinal, aumento de
marcadores inflamatorios, sintomas como dor abdominal, inchaco e alteracdo no habito
intestinal, baseando-se em que esses efeitos sdo mais evidentes em pessoas com intolerancia a

lactose ou sensibilidade digestiva.

1.5. Genotipagem da B-caseina Al e A2
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O trabalho de Kulibaba et al (2023) evidenciou a genotipagem com etapas essenciais
garantindo um sucesso do resultado como base para este projeto. O estudo apresentou, em
primeiro lugar, a extragdo do DNA bovino por meio de amostras de foliculos capilares de
bovinos das racas Ucranianas Black-and-White ¢ Red-and-White, e Charolais, utilizando um
método denominado AS-PCR para realizar a genotipagem do leite.

A PCR Alelo-Especifica (AS-PCR) ¢ uma técnica utilizada para identificar variantes
genéticas especificas por meio de primers desenhados para se ligarem exclusivamente a
determinadas versoes alélicas. No estudo de Kulibaba et al (2023), essa técnica foi aplicada
para detectar os alelos A1 e A2 do gene CSN2 em bovinos, relacionado a produgdo de leite.
Foram usados dois primers: um especifico para o alelo A1, que se liga quando ha uma adenina,
e outro para o A2, que se liga no caso de uma prolina. A amplificacdo ocorre apenas quando ha
pareamento exato entre o primer e a sequéncia do DNA molde. O protocolo térmico consistiu
em uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de duas fases de amplificacdo: a
primeira com 10 ciclos de desnaturacdo a 94 °C, anelamento rigoroso a 66—67 °C e extensdo a
72°C; e a segunda com 25 ciclos a 94 °C, anelamento a 64—65°C e extensdo a 72 °C,
finalizando com uma extensdo final a 72 °C. A deteccdo dos gendtipos foi realizada por
eletroforese em gel de agarose com tampao TBE (100—120V por 30—40 min), utilizando um
marcador molecular e controles positivos e negativos para validacdo. A visualizacdo dos
fragmentos sob luz UV (312 nm) permitiu classificar os animais como homozigotos (A1A1 ou
A2A2) quando houve amplificagdo em apenas um dos pogos, ou heterozigotos (A1A2) quando
bandas especificas estavam presentes em ambos (Kulibaba et al, 2023).

Além da técnica de PCR Alelo-Especifica (AS-PCR), a PCR em tempo real (QPCR) tem
sido amplamente utilizada para a genotipagem do gene CSN2 em bovinos, especialmente na
identificacdo dos alelos A1l e A2 relacionados a B-caseina. A qPCR permite a amplificacdo e
deteccdo simultdnea do DNA em tempo real, utilizando sondas fluorescentes especificas que
emitem sinais distintos para cada alelo. Por exemplo, Martinez et al. (2023) utilizaram um
ensaio de discriminagao alélica com sondas TagMan para detectar o polimorfismo rs43703011,
que diferencia os alelos Al (histidina) e A2 (prolina) no codon 67 da B-caseina. No estudo,
sondas marcadas com fluoroforos distintos, FAM para o alelo A1 e HEX para o A2, permitiram
a identificacdo precisa dos gendtipos A1Al, A1A2 e A2A2 com alta sensibilidade e

especificidade.
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2. JUSTIFICATIVA

A B-caseina, uma das principais proteinas constituintes do leite bovino, apresenta duas
variantes alélicas predominantes, sendo elas A1 e A2. Desse modo, a digestdo da B-caseina A1l
promove a liberagdo do peptideo P-casomorfina-7 (BCM-7), um composto bioativo com
propriedades imunogénicas, o qual ¢ associado a diversos efeitos adversos a saide humana,
como a intolerancia a lactose, distirbios gastrointestinais, doengas cardiovasculares, condigdes
neurologicas e diabetes mellitus tipo 1. Em contrapartida, o leite contendo a B-caseina A2 nao
gera este peptideo durante o processo digestivo, sendo considerado uma opgao potencialmente
menos prejudicial e mais atrativa.

Embora exista essa relevancia sanitaria, cientifica e comercial da genotipagem da B-
caseina, a aplicag@o na selecdo genética em bovinos leiteiros ainda ¢ incipiente, apresentando
uma escassez de dados quanto a frequéncia dos alelos A1 e A2 nas principais ragas leiteiras no
pais, como Holandesa, Girolando, Gir e Jersey.

Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa foi analisar o gen6tipo da Pf-caseina em vacas
leiteiras da regido do Tridngulo Mineiro, identificando a distribuicdo dos gendtipos A1AI,
A1A2 e A2A2 entre as diferentes ragas, correlacionando com o genétipo da B-caseina.

Assim, os resultados permitirdo a sele¢do dos animais de gendtipo A2A2, em virtude da

producao deleite com maior valor agregado e crescente aceitagdo pelo mercado.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo dessa pesquisa foi realizar a genotipagem da B-caseina Al e A2 do gene
CSN2 nas diferentes ragas bovinas leiteiras, sendo elas: Holandés, Jersolando, Girolando e
Meio-Sangue (cruzamento entre Girolando e Holandés), de Uberlandia.

Objetivos especificos:

-Coleta de pelos da cauda de vacas leiteiras para extracao de DNA dos bulbos capilares.

-Amplificagao do gene CSN2 utilizando a técnica de AS-PCR, seguida de eletroforese

em gel de agarose.

- Célculo das frequéncias génicas e genotipicas da B-caseina Al e A2.
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4. METODOLOGIA DA PESQUISA
4.1. Coleta de amostras biologicas
Foram coletados cerca de 10 fios de pelos da cauda de um total de 113 vacas leiteiras,
sendo 92 da raca Holandesa, 3 da raca Girolando, 3 da raga Jersolando e 15 animais
classificados como Meio-sangue (cruzamentos entre Girolando e Holandés), onde foram
removidos junto ao bulbo capilar com auxilio de uma pinga. Os animais sdo de origem da
Fazenda Experimental UFU Campus Gloria e animais da empresa parceira do projeto de

pesquisa Embryocell, Biotecnologia Reprodutiva Ltda (Parecer 31/2024/CEUA)

4.2. Extracao de DNA dos bulbos capilares bovinos

Em primeiro lugar, iniciou-se com o corte dos bulbos capilares dos pelos bovinos
anteriormente coletados, em microtubos previamente identificados. Ap6s, adicionou-se 500 uL
de Tampao de Lise Nuclear (TLN), composto por 50 mL de TRIS, 20 mL de EDTA 0,5M (pH
8 e 667 mL de Cloreto de S6dio 3M. Depois, adicionou-se 10 uL. de SDS 10% e 10 uL de
proteinase K (20 mg/mL). Apds esses passos, foi necessario homogeneizar as amostras no
vortex e incubar no banho-seco, a 60°C, overnight.

Ap0s 24h, os microtubos foram retirados do banho-seco e adicionou-se 1/3 dos volumes
das amostras de NaCl 6M. Desse modo, estes foram homogeneizados no vortex, incubando a -
20°C no freezer por 10 minutos e, depois, foi feita a centrifugagdo a 10.000 rpm, a 25°C, por 10
minutos. Assim, um pellet de proteinas se formou, restos celulares e contaminantes se
estabeleceram no fundo do microtubo € o DNA ficou no sobrenadante. Dessa forma, o
sobrenadante foi transferido para outro microtubo previamente identificado, € o primeiro
microtubo foi descartado em lixo biologico.

Em seguida, adicionou-se 650 uL de alcool etilico 100%, centrifugando a 10.000 rpm,
a 25°C, por 10 minutos e, por conseguinte, formando um pellet de DNA no fundo do microtubo.
Por isso, o sobrenadante foi descartado por inversdo e 300 ulL de alcool etilico 70% foi
adicionado, centrifugando a 10.000 rpm, a 25°C, por cinco minutos. Por ultimo, descartou-se o
sobrenadante por inversao, deixando o microtubo invertido em um papel até secar e, apds seco,
adicionou-se 20 uL de H2O ultrapura, para diluir o DNA e, por fim, as amostras foram
homogeneizadas no vortex.

Para comprovar a integridade do DNA extraido, realizou-se uma eletroforese. Em
primeiro lugar, para fazer o gel de agarose, utilizou-se 0,8g de agarose e 100 mL de TBE 0,05X.

Desse modo, no primeiro po¢o, utilizou-se 4 uL. de gel red, 4 uL. de marcador. Nos outros pogos,
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utilizou-se 4 uL de gel red, 2 uL de loading dye e 4 uL. da amostra de DNA, sendo utilizados os
seguintes parametros: 80V, 80 mA, 100w, por 40 minutos.

Apos a eletroforese, foi realizada a quantificagdio do DNA no espectrofotometro
Nanodrop (Thermo Fisher) e, apos os resultados, dilui-se o DNA com agua ultra pura, visando

uma concentragdo final de 50 ng/uL € um volume final de amostra de 20 uL.

4.3. AS-PCR - Amplificacdo do DNA

Para a reacdo de AS-PCR, utilizou-se trés primers, um foward (F: 5'-
AGACTGGAGCAGAGGCAGAG-3"), e dois reverse, um para Al (RAl: 5'-
CTTCCCTGGGCCCATCCA-3") e outro para 0 A2 (RA2: 5'-CTTCCCTGGGCCCATCCC-3").
Dessa forma, adicionou-se em dois tubos de trabalho, um para A1 e outro para A2, H,O (Rnase
e Dnase free), Primer Foward (0,2uM), Primer Reverse (0,2 M) (especifico para o tubo de
trabalho) e um de Taq Green Master Mix (Promega), contendo nucleotideos (0,2nM), TAQ
polimerase (0,05 U/uL) e cloreto de magnésio (1,5 mM). Para cada animal, foram realizadas
duas reagdes, uma para a constatacdo da presenca do gene da f-caseina Al e outra para a -
caseina A2, as quais a partir da amplificacdo realizada pelo processo da AS-PCR, foram
analisadas posteriormente pela técnica de eletroforese, onde se houver um produto amplificado
na reacao do gene A1 aparece uma banda, 0 mesmo ocorre para o gene A2.

Assim, foi adicionado 15 ul da reagdo em microtubos de 0,2 ul, previamente
identificados. Em seguida, adicionou-se 5 uL do DNA anteriormente extraido nas amostras e
encaminhadas ao termociclador, onde passaram pelas duas etapas, como citadas na pesquisa
realizada por Kulibaba, et al, (2023). Para o controle negativo, a reagdo seguiu apenas com 0s
componentes da técnica de AS-PCR, isentas de qualquer DNA. As etapas constaram de
desnaturagdo inicial, em uma temperatura de 94°C, em cinco minutos, com apenas uma
repeticdo. Apos, iniciou-se o estagio um com uma desnaturagado, ainda a 94°C, por 30 segundos
repetida 10 vezes. Em seguida, ocorreu o anelamento dos primers as fitas simples de DNA, a
67°C, com duragdo de 30 segundos, seguida de um processo de extensdo, a 72°C, por 30
segundos. Apos os 10 ciclos do estagio um, comegou o estdgio 2 com uma desnaturagdo a 94°C,
por 25 minutos. Em seguida, o anelamento a 63°Ce uma extensdo, a 72°C, ambos por 30
segundos. Apods esses 25 ciclos, ocorre uma extensao final, para completar a sintese de DNA, a
72°C, por cinco minutos com apenas uma repeticao.

Apds todo esse processo, foi realizada a eletroforese. Para fazer o gel de agarose,

utilizou-se 1,5g de agarose em 100 mL de TBE 0,05x. No primeiro poco, adicionou-se 4 uL de
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marcador (100kb de DNA) e 4 uL de gel red. Nos outros pogos, adicionou-se 4 uL de gel red e

4 uL de amostra. A eletroforese foi realizada em 100V, 110mA, 100W, durante 60 minutos.
Posteriormente, o resultado foi analisado: bandas apenas no poco do Al significa que as

amostras sao A1A1, bandas apenas no poco A2 significa que as amostras sdao A2A2 e bandas

em ambos 0s pocos significa que as amostras sdo A1A2.

Figura 2- Esquema do processo de AS-PCR. Em primeiro lugar, foram realizadas duas reagées (uma para o gene Al e
outra para 0 A2); dessa forma, um tubo méae para p(A1) e outro para q(A2). Os reagentes em comum as duas reagées
foram adicionados aos dois tubos, sendo eles o primer Foward, o MIX da TAQ polimerase (TAQ polimerase,
nucleotideos e o cloreto de magnésio) e a agua (RNAse e DNAse free). Para que ocorra apenas a amplificagao do
gene A1, no tubo méae A1 foi adicionado o primer Reverse A1; o mesmo ocorre no tubo méae A2, mas adicionando o
primer Reverse A2. O volume total do p(A1) foi distribuido em microtubos de 0,2mL das triplicatas da amostra AT e o
volume total do q(A2) foi distribuidos em microtubos de 0,2mL das triplicatas da amostra A2). O DNA do individuo
antes extraido e purificado foi adicionado a cada uma das amostras e levados ao termociclador, onde ocorreu a
amplificagdo. Em seguida, foram encaminhados a eletroforese, para averiguar o resultado.
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Figura 3 -Exemplo do resultado de uma AS-PCR em uma Eletroforese; a qual foi realizada em triplicata, onde os
trés primeiros pogos de determinada amostra sdo destinados ao gene A1 e 0s trés pogos seguintes ao gene A2; a
presenca de bandas nos trés primeiros pogos indica a presencga do alelo A1 e a presenga de bandas nos trés
pogos seguintes indica a presencga do gene A2.

Marcador
100 bp

pb (bp)

Fonte: Elaboracdo propria
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4.4.Calculo de Frequéncias génicas e genotipicas.

No contexto da beta-caseina, os gendtipos possiveis sdo A1AI, A1A2 e A2A2. A
frequéncia genotipica ¢ calculada pela razao entre o nimero de individuos com cada genétipo
e o total de individuos avaliados. Ja a frequéncia génica ¢ estimada com base no nimero de

alelos presentes na populagao, considerando que cada individuo possui dois alelos.

A frequéncia do alelo A1 (representada por p) e do alelo A2 (¢) pode ser obtida pelas férmulas:
p = (2 X nimero de A1A1 + numero de A1A2) / (2 x total de individuos)

q = (2 x nimero de A2A2 + ntimero de A1A2) / (2 x total de individuos)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. RESULTADOS
No presente estudo, foram estimadas as frequéncias alélicas (Al e A2) e genotipicas
(A1A1, AT1A2 e A2A2) de um total de 113 vacas leiteiras, sendo 92 da raca Holandesa, 3 da
raca Girolando, 3 da raga Jersolando e 15 animais classificados como Meio-sangue

(cruzamentos entre Girolando e Holandés), como mostrado na tabela 1.

Tabela 1 - Frequéncia génica e genotipica da beta-caseina Al e A2

Racga N AlAl Al1A2 A2A2 p(Al) q(A2)
(%) (%) (%)
Holandesa 92 5,43 48,91 45,65 0,299 0,701
Meio-
sangue 15 6,67 53,33 40,00 0,333 0,667
(Girolando
X
Holandés)
Jersolando 3 0,00 66,67 33,33 0,333 0,667
Girolando 3 0,00 33,33 66,67 0,167 0,833
Total 113 5,31 49,56 45,13 0,3009 0,6991

Fonte: Elaboragao propria

No rebanho Holandés (n = 92), observou-se frequéncia alélica de p(A1) =0,299 e q(A2)
=0,701. A distribui¢do genotipica apresentou 5,43% de animais A1A1,48,91% A1A2 ¢ 45,65%
A2A2. Esses dados indicam que quase metade dos animais ja apresentam o genotipo A2A2,
considerado economicamente desejavel, enquanto a alta proporcao de heterozigotos sugere um
rebanho em processo de transicdo genética, possivelmente influenciado por selecao
direcionada.

No grupo composto pelos animais Meio-sangue (n = 15), a frequéncia alélica de p(A1)
foi de 0,333 e a de A2 de 0,667. As frequéncias genotipicas observadas foram de 6,67% para
A1Al, 53,33% para A1A2 e 40,00% para A2A2, mantendo o padrao encontrado no rebanho
Holandés, com predominancia do alelo A2 e maior concentracao de heterozigotos.

Nos rebanhos Jersolando e Girolando (n = 3 para cada raga), nao foram identificados
individuos com o gendtipo A1A1. No Jersolando, observou-se 66,67% de animais A1A2 e
33,33% A2A2, com frequéncias alélicas p = 0,333 e q = 0,667. Para a raga Girolando, as
frequéncias genotipicas foram de 33,33% para A1A2 e 66,67% para A2A2, sendo a frequéncia

do alelo A2 particularmente elevada (q = 0,833). Embora o nimero reduzido de animais nessas
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categorias limite inferéncias populacionais amplas, os resultados refor¢am a maior prevaléncia
do alelo A2 nesses grupos.

Ao considerar o conjunto total de animais avaliados (n = 113), observou-se frequéncia
genotipica global de 5,31% para A1Al, 49,56% para A1A2 e 45,13% para A2A2. As
frequéncias alélicas correspondentes foram de p(A1) = 0,3009 e q(A2) = 0,6991. Esses valores
demonstram de forma consistente a superioridade numérica do alelo A2 na populagéo estudada.

Com base nas frequéncias alélicas obtidas para a populagdo total observadas na
populagdo analisada neste trabalho (p = 0,3009 para o alelo A1 e q = 0,6991 para o alelo A2),
foram calculadas as frequéncias genotipicas esperadas segundo o modelo de Hardy-Weinberg
(EHW). De acordo com esse principio, espera-se que, em populac¢des ideais, as frequéncias
genotipicas sejam distribuidas como p? para A1A1, 2pq para A1A2 e g? para A2A2. Assim, os
valores esperados seriam: 9,05% para A1A1, 42,04% para A1A2 e 48,87% para A2A2.

Quando comparados aos valores observados (5,31% de A1A1, 49,56% de A1A2 e
45,13% de A2A2), verifica-se que a populagdo ndo se encontra em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Observou-se um déficit de individuos homozigotos A1Al e um excesso de
heterozigotos A1A2, enquanto a frequéncia de A2A2 apresentou valor ligeiramente inferior ao
esperado. Esses desvios sugerem a atuagdo de fatores evolutivos que alteram o equilibrio

populacional, como sele¢do, migragdo ou mutagao.

Figura 4 - Gréfico da Frequéncia Genotipica. Em laranja escuro é indicado a frequéncia de individuos da raga que
apresentam o gendtipo A1A1; em laranja € indicado a frequéncia de individuos da raga que sdo heterozigotos (A1A2);
em laranja claro € indicado a frequéncia de individuos da raca que sdo A2A2.
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Figura 5 - Gréfico da Frequéncia Alélica. Em laranja escuro é indicado a frequéncia do alelo A1 nos individuos de
determinada raga; a cor laranja claro indica a frequéncia do alelo A2 nos individuos de certa raga.
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Fonte: Elaboragéo propria

5.2. DISCUSSAO

Na genética de populagdes, dois conceitos fundamentais para a analise da variagdo
genética ao longo do tempo sdo a frequéncia gé€nica (ou alélica) e a frequéncia genotipica. A
frequéncia génica representa a propor¢do de cada alelo presente em um determinado l6cus
dentro de uma populagdo. Ja a frequéncia genotipica indica a propor¢do de individuos que
apresentam um determinado gendtipo em relagdo ao total de individuos da populacio

O presente estudo revelou uma frequéncia predominante do alelo A2 da beta-caseina no
rebanho analisado do Triangulo Mineiro, com variagdes minimas entre as ragas leiteiras. A raga
Holandesa apresentou uma frequéncia alélica de 70% de beta-caseina A2, enquanto Meio-
Sangue apresentou uma frequéncia de 66,7% do alelo A2, a qual é a mesma para a raga
Jersolando. O que se difere da raga Girolando, a qual teve a maior frequéncia génica para a
beta-caseina A2, sendo de 83,3%. Ao total, o conjunto dos 113 animais, sem diferencid-los por
raca, apresentou, aproximadamente, uma frequéncia de 70% do alelo A2 e 30% do alelo A1, o
que demonstra uma forte pressdo do mercado de laticinios para eliminar a presenca do leite

contendo a beta-caseina A1 das prateleiras dos estabelecimentos.
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A principio, desde a domestica¢do do rebanho bovino, a forma original da proteina ¢ a
B-caseina A2, todavia, devido @ mutagdo genética transversa, por volta de cinco mil a dez mil
anos atras, a f-caseina A1 surgiu (Gomes Barbosa et al., 2019). A raga Holandesa, por exemplo,
a qual neste trabalho destacou-se em relacao a quantidade, no fim do século XIX foi selecionada
somente para aptidao leiteira na América do Norte, em virtude de apresentar como ponto forte
a capacidade de produzir uma quantidade elevada de leite, com teores de gordura e proteina
reduzidos, o que na época as questdes mais importantes era o volume de leite produzido e nao
o percentual de seus componentes (Augusto, 2023).

Com a evolugdo da ciéncia e o conhecimento presente sobre como a 3-caseina Al gera
efeitos negativos ao organismo humano, os quais foram citados anteriormente nesse estudo, a
industria realocou o foco para leite contendo pelo menos ambas as f-caseinas (Al e A2), mas
com um maior foco em priorizar leites com apenas a -caseina A2, devido a crescente demanda
de consumidores por produtos que oferecam melhor digestibilidade e bem-estar. (“Leite A2
ganha cada vez mais espago no mercado mundial | MilkPoint”, 2016).

Dessa forma, geneticamente, a raca Holandesa possui 50% de chance de produzir leite
contendo a B-caseina A2, enquanto na raga Jersey com a frequéncia de 75% de apresentar o
alelo A2. Diferente da raga Guernsey, a qual possui pouca recorréncia no territério brasileiro,
sendo a Unica da subespécie faurus que apresenta 100% dos animais produzindo somente o leite
com a B-caseina A2 (“Melhoramento genético de bovinos permite a producao de leite menos
alergénico - Portal Embrapa”, 2017). Enquanto as racas zebuinas, da subespécie indicus, as
quais possuem grande recorréncia no Brasil, por exemplo a raga Gir, cerca de 98% dos
individuos apresentam producdo de leite voltada a B-caseina A2, possivelmente ndo sendo
afetada pela mutagdo genética sofrida pelas ragas da subespécie tfaurus (“Mutacao da Proteina
do Leite | Dra. Elaine Morch”, /S.d.]).

Assim como nesta pesquisa, onde o alelo A2 possuiu destaque na frequéncia alélica, um
estudo de cunho genético (Aparecida et al., 2024) teve como foco a avaliacdo da frequéncia
dos polimorfismos Al e A2 do gene da beta-caseina em uma populacdo de 112 vacas mestigas
Holandés-Zebu (HZ), criadas em quatro rebanhos no norte de Minas Gerais. A metodologia
empregada, baseada na extracdo de DNA e analise por técnica de reacdo em cadeia da
polimerase com sistema de mutacdo refrataria a amplificagdo (ARMS-PCR), permitiu a
genotipagem precisa dos animais. Os resultados demonstraram que 64,3% das vacas eram
heterozigotas (A1A2), 29,5% eram homozigotas para A2A2 e 6,2% eram homozigotas para
ATAl. A frequéncia génica foi de 38,4% para o alelo Al e 61,6% para o alelo A2, sendo o
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ultimo mais frequente para ambas as ragas. Esses resultados corroboram com os desta pesquisa
em relagdo a frequéncia alélica, a qual apresentou uma frequéncia de 70% do alelo A2 e 30%
do alelo A1l. Desse modo, a predominancia do alelo A2 no estudo de (Aparecida et al., 2024)
pode ser justificada pela composicao genética (influéncia zebuina), pelos padroes de
cruzamento utilizados na regido e por possiveis pressdes seletivas aplicadas ao longo das
geracoes.

Os resultados observados neste estudo podem ser comparados ao trabalho conduzido
em Bangladesh por (Safa et al., 2023), que analisou as variantes A1 e A2 da B-caseina em
bovinos mesticos Holstein-Local utilizando PCR alelo-especifico. Naquela populagdo, também
observaram proporgdes elevadas do alelo A2 (66%) e uma concentragdo expressiva de
heterozigotos (48%). Assim como no presente estudo, os autores atribuem tais resultados a
composi¢do genética dos rebanhos e ao nivel de sangue Holandés, que tende a aumentar a
presenca do alelo A1 quando intensificado nos cruzamentos. A semelhanga entre as frequéncias
encontradas nas duas pesquisas refor¢a a ideia de que populagdes mestigas apresentam forte
tendéncia a predominancia do alelo A2, mesmo quando influenciadas por racas taurinas
leiteiras. Dessa forma, os resultados obtidos nao apenas confirmam o predominio do alelo A2
nos rebanhos avaliados, mas também evidenciam um processo de mudanca genética
potencialmente influenciado pela selecdo direcionada a producao de leite A2. Esse cenario
destaca a relevancia da genotipagem como ferramenta de apoio ao melhoramento genético e ao
desenvolvimento de rebanhos mais competitivos, especialmente diante do crescente interesse
comercial por produtos derivados de leite A2.

Outra pesquisa conduzida no estado do Tocantins (Oliveira et al., 2021), avaliou as
frequéncias alélicas e genotipicas do gene B-caseina A1/A2 em bovinos leiteiros, com o objetivo
de estabelecer o perfil genético dessa importante proteina do leite em rebanhos da regido. Foram
analisados 421 animais mesti¢os em lactagdo, a partir de amostras de DNA extraidas de bulbos
de pelos e genotipadas por meio de PCR em tempo real com sistema TagMan™. Os resultados
mostraram uma clara predominancia do alelo A2 (71,73%) em comparagao ao alelo Al
(28,27%), indicando que o perfil genético desses rebanhos estd mais direcionado para a
producdo de B-caseina A2. Em termos genotipicos, a maior propor¢ao de animais foi observada
no genotipo A2A2 (52,96%), seguido por A1A2 (37,53%) e A1A1 (9,50%). Assim como
relatado por Tocantins, onde a elevada proporcao de heterozigotos A1A2 indicou um rebanho
em transicdo genética, corroborando com os resultados do presente estudo que também

evidenciaram essa caracteristica. No grupo Holandés, por exemplo, quase metade dos animais
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eram A1A2 (48,91%), sugerindo que a populagdo ainda carrega importante contribui¢do do
alelo A1, embora o alelo A2 ja se destaque como predominante. O mesmo padrao foi observado
nos animais Meio-sangue, e at¢ mesmo nas ragas Jersolando e Girolando, onde a presenca de
heterozigotos também foi significativa e a auséncia de animais A1A1 reforga a tendéncia de
reducdo desse gendtipo por influéncia do melhoramento genético recente. Além disso, a
predominancia do alelo A2 em todas as categorias acompanha a tendéncia descrita no estudo
de Tocantins, onde a elevada frequéncia desse alelo foi atribuida a composi¢cdo genética dos
rebanhos e ao uso crescente de touros A2A2 nos programas de inseminagao artificial (Oliveira
etal., 2021).

Nota-se que as 50 vacas disponibilizadas pela empresa parceira neste estudo estdo em
processo de selecao genética, na qual hd o cruzamento apenas de vacas com o gendtipo A1A2
e/ou A2A2, dessa forma, vacas pertencentes ao gendtipo A1A1 ndo sdo utilizadas. Outro fator
¢ que as 63 vacas disponibilizadas pela Fazenda Experimental UFU Campus Gloria passam
pelo processo de fertilizagdo in vitro, onde nao hé a reprodugao assistida de vacas do genotipo
AT1AL. Isso agrega e apresenta forte importancia nos resultados obtidos nessa pesquisa.

Além do grande interesse pela melhoria da saude da populagdo em relacdo ao consumo
do leite contendo a B-caseina A2, o mercado de laticinios lucra até quatro vezes mais ao vender
o leite e derivados lacteos contendo apenas o alelo A2, em comparagdo com o leite
convencional(“Melhoramento genético de bovinos permite a produgdo de leite menos
alergénico - Portal Embrapa”, 2017). Isso demonstra uma importante influéncia da crescente
onda do melhoramento genético do cruzamento das diferentes racas de gado leiteiro no mundo.

Nota-se, portanto, que a predominancia do alelo A2 e a baixa propor¢do de
animais A1A1 sugerem uma possivel pressao seletiva contra o alelo A1, favorecendo individuos
A2A2. Tal cenario pode refletir a crescente demanda do mercado consumidor por leite A2, que
incentiva produtores a investirem em reprodutores e matrizes com genotipo favoravel. Além
disso, a alta frequéncia de heterozigotos (49,56%), superior ao valor esperado, pode refletir
praticas de acasalamento direcionado ou selegdo artificial voltada para o alelo A2, uma vez que
animais A2A2 sdo cada vez mais valorizados na producdo de leite e indica que a populacao
ainda se encontra em transi¢do, apresentando potencial para aumento futuro de animais A2A2
por meio de estratégias de acasalamento direcionado.

Os resultados obtidos corroboram estudos prévios que descrevem mudancas estruturais
em rebanhos leiteiros submetidos a selegdo para o alelo A2, reforcando a importancia da

genotipagem como ferramenta de apoio ao melhoramento genético.
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6. CONCLUSAO

Essa pesquisa buscou analisar a frequéncia genica e genotipica da B-caseina em vacas
leiteiras da regidao do Triangulo Mineiro, identificando a distribuicdo dos genotipos A1A1,
A1A2 ¢ A2A2 entre as diferentes ragas.

Dessa forma, confirmou-se por meio deste estudo a predominancia do alelo A2 e o
declinio do gen6tipo A1A1 em todas as ragas, o que indica uma pressao seletiva contra o alelo
A1, favorecendo individuos A2A2, tendo em vista a demanda do mercado consumidor por leite
A2. Além disso, a alta frequéncia de heterozigotos reflete as praticas de acasalamento
direcionado ou selecdo artificial voltada para o alelo A2, apontando uma populagio em
transicdo, indicando uma tendéncia ao aumento de individuos com o genotipo A2A2 no futuro.

O estudo apresentou como limitag¢des a quantidade reduzida de individuos pertencentes
as racas Girolando, Jersolando e Meio-Sangue, o que gerou uma maior dificuldade para
comparar a frequéncia génica e genotipica destas racas com a Holandesa, que apresentou um
maior n. Diante dessa situacdo, ¢ necessario a realizagdo de outros estudos para uma melhor
comparacao dessas ragas no Triangulo Mineiro.

Nota-se, portanto, uma area de pesquisa em crescente desenvolvimento e ganhando
prioridade devido a grande procura do leite A2 pelos consumidores, visando uma opgao

potencialmente menos prejudicial e mais atrativa.
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