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RESUMO

O Nordeste brasileiro em especial o semi-arido tem sido uma area de
vocacdo pecuaria, especialmente, para a exploracdo dos ruminantes
domésticos entre eles os caprinos. HA muitas décadas que o leite de cabra
vem sendo indicado como fonte de proteina na dieta de criangas, quando estas
apresentam reacdes alérgicas ao leite bovino. Dentre as proteinas chamadas
de caseinas, a alfa-S1-caseina foi a primeira proteina comprovada com base
no polimorfismo genético. Objetivando realizar a genotipagem do leite
provenientes de criagbes de cabras do sertdo, agreste e zona da mata
pernambucana, através da técnica de PCR-RFLP, estudou-se o polimorfismo
do gene da alfa-S1-caseina. Utilizando 60 caprinos das racas Moxotd, Alpina
Americana e Mestico. Fez—se a extracdo do DNA por meio do protocolo de
cloroférmio e fenol e o gene da alfa-S1-caseina foi amplificado pela técnica da
PCR. Em seguida foi utilizada a enzima de restricdo Xmn | para obter a
frequéncia alelica das racas estudadas. Foi verificado a presenca do gene tipo
C/D, para os animais da raca Alpina Americana, o gene tipo B/D, para a raga
Moxoté e Mestico, concluindo-se que existem variacdes genéticas para a alfa-

S1-caseina do leite das ragas caprinas estudadas na regido.

Palavras chaves: Leite, Caprinos, alfa-S1-caseina, PCR-RFLP.



ABSTRACT

In the Northeast of Brazil, in the semi-arid region, exists a breeding
vocation area of cattle, especially exploring domestic ruminants including
caprines. In the last decades the milk of goats has been indicated as a protein
source to the diet of children with allergic reactions to the bovine milk. Among
the proteins known casein, alpha-S1-casein was the first truly proved on basis
of the genetic polymorphism. Aiming characterizes the herds of milk goats of
the backcountry, rural and forest zone from Pernambuco State, the PCR-RFLP
technique was used and it was studied the polymorphism of the gene of
a-sl-casein. Using 60 goats of the breeds Moxotd, Alpine American and half-
breed, the DNA was extracted by chloroform and phenol protocol and the gene
of the a-sl1l-casein was amplified by PCR's technique. Followed it the restriction
enzyme Xmn | was used to obtain the frequency allelic of the studied breeds. It
was verified the presence of the gene type D, for the American Alpine animals
and the gene type B/D for the Moxot6 and half-breed breeds. It was concluded
that there are genetics variations for the a-sl1-casein from the milk of the caprice

breeds in the region.

Key words: milk, caprine, alpha-S1-casein, PCR-RFLP.
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INTRODUCAO

No mundo, tem-se dado muita importancia aos estudos de recursos
genéticos em animais domésticos, no entanto, estes ainda sao pouco
caracterizados, principalmente em relacdo as populagbes nativas e mesticas
gue desempenham um papel socioecondbmico muito importante para as
populacbes que habitam as regides de clima semi-arido e que dependem
destes animais para sua subsisténcia (HERSON, 1992).

O leite de cabra é conhecido, no meio cientifico, pela sua importancia na
alimentacdo das criancas e das pessoas idosas (McCULLOUGH, 2003). Ele é
recomendado por médicos e nutricionistas para ser consumido por pessoas
alérgicas ao leite de vaca, ou pela falta deste ou do leite materno (ELSAYED et
al., 2004). Ha muitas décadas que o leite de cabra vem sendo indicado na dieta
de criancas alérgicas ao leite bovino, o que afeta cerca de 3% das criancas
recém-nascidas (NOUAILLE et al., 2005).

A composicéao do leite de cabra varia de acordo com a raca e condi¢cbes
ambientais. A sua constituicdo protéica possui cinco proteinas principais: B-
lactoalbumina, a-lactoalbumina, k-caseina, B-caseinas e a-caseinas. No leite
de vaca, a fracdo protéica a-caseina € considerada a causadora de alergia
(ALVES e PINHEIRO, 2005).

O leite apresenta polimorfismo genético nas suas fragdes protéicas, que
€ a existéncia de alelos multiplos de um gene presentes em uma populacao,
normalmente expresso com diferentes fendtipos. A alfa-S1-caseina foi a
primeira proteina comprovada fundamentando-se no polimorfismo genético. Na

cabra, o gene CSN1S1, por ser o mais polimérfico, representa o modelo
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responsavel pela maior parte das variedades observadas da alfa-S1-caseina
(RAMUNNO et al., 2004 e 2005).

A caprinocultura pela expresséo sécio-econdmica que representa para a
populacdo da regido Nordeste, tem a necessidade da implantacdo de
biotecnologias com a finalidade de melhorar a produtividade dos seus
rebanhos. O estudo do polimorfismo genético do leite de animais criados nas
condi¢cdes zoosanitaria e de bioclimatologia na nossa regido permitird uma
melhor correlagdo com as racgas de producao e o conhecimento da composicéo
do leite de cabras de diferentes racas. Uma vez que no Brasil ndo existem
publicacdes relacionadas ao tema proposto. Diante do exposto, este trabalho
teve por objetivo caracterizar o genoétipo da alfa-S-1-caseina em cabras do

Estado de Pernambuco das ragas Moxotd, Mestico e Alpina Americana.
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OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Caracterizar o genotipo da alfa-S1-caseina em cabras do Estado

de Pernambuco das racas Moxotd, Mestico e Alpina Americana.

2.2 Objetivos especificos
a) Amplificar o gene da alfa-S1-caseina com oligonucleotideos iniciadores
especificos através da PCR (reagdo em cadeia de polimerase).
b) Clivar o produto da amplificacdo com a enzima de restricdo Xmn |.

c) ldentificar os possiveis alelos A, B, C, D, E, F e O da alfa-S1-caseina

nas ragas analisadas.



15

REVISAO DE LITERATURA

A exploracdo da caprinocultura vem desde os primordios da civilizagéo e
foi decisiva para estabelecer o homem em diversas areas geograficas por
fornecer leite, carne e pele. No Brasil, os primeiros caprinos foram trazidos
pelos colonizadores portugueses e, ao longo dos anos, desenvolveram
mecanismos de adaptacdo as condi¢des climaticas, caracteristicas de cada
regido. Estes animais apresentam caracteristicas de rusticidade, resisténcia as
doencas e uma capacidade digestiva que utiliza as forragens disponiveis no
meio em que sao criados para a producao de carne e leite (SOUZA NETO,
1987).

O Nordeste brasileiro, em especial o semi-arido, durante séculos, tem
sido uma é&rea de vocacdo pecuéria, principalmente para a exploracdo dos
ruminantes domésticos. Sendo ruminantes de pequeno porte, 0S caprinos
apresentam  significativas vantagens em relacdo a bovinocultura,
principalmente no que diz respeito & area ocupada e manejo. A rusticidade
desses animais, bem como a facilidade de adaptacdo as condicbes ambientais
e outros fatores, contribuem para tornar essa atividade relevante, nas
pequenas e médias propriedades rurais do semi-arido (CARDOSO, 2002).

Nunes (1987) destaca que os custos financeiros de uma vaca equivalem
ao de 8 a 20 caprinos, em func¢éo da facilidade de manejo, devido ao pequeno
porte destes animais vem despertando nos produtores grande interesse em
ampliar a producdo de seus rebanhos, objetivando tornar a atividade mais
lucrativa.

No Nordeste, o desenvolvimento da caprinocultura é severamente

afetado por inumeros fatores, entre eles, a alta incidéncia de problemas
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sanitarios e nutricionais. A criacdo de caprinos nas regibes semi-aridas
brasileiras € caracterizada por praticas de manejo inadequadas, com relagcéo
principalmente aos aspectos sanitarios, o que interfere sobremaneira na
produtividade do rebanho (SIMPLICIO et al., 1981; AZEVEDO, 1982).

Gilberto Freyre (1937), em seu livro “Nordeste”, descreve sobre a
importancia da caprinocultura na regidao do semi-arido, que favorecida pela
adaptacado destes animais a vegetacdo da caatinga, serve como fonte de renda
e alimentacao para a populacao (Bandeira et al., 2004).

Na década de 30 e inicio da década de 40, os principais caprinos vistos
no Nordeste eram da raca MoxotO, encontrados no Estado de Pernambuco,
com maior frequiéncia no Vale do Rio Moxoté de onde se originou 0 nome da
raca, e no norte do Brasil, na Ilha de Marajo, no Para. Nesta época ainda eram
criados em menor escala os mesticos das ragas Toggemburg e Nubiana
(DOMINGUES, 1942).

J& a Alpina Americana € uma raga especializada na producéo de leite,
muito apreciada nos Estados Unidos e Canada, de onde foram feitas algumas
importagdes por criadores brasileiros (RIBEIRO, 2006). Esta raca encontra-se
mais concentrada na regido da zona da mata do Estado de Pernambuco.
Atualmente, ela é uma das preferidas pelos criadores, como produtoras de leite
para consumo humano e fabricagdo de queijos, iogurtes e outros derivados.

Os animais Mesticos proporcionam a formacédo de rebanhos mesticos
mais produtivos em comparagdo as nativas, pois as crias relinem o potencial
genético do pai e a rusticidade da mée. Estes animais encontram-se

distribuidos por todo o Estado de Pernambuco, desde a regido de Brejo até o
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Sertdo. Normalmente, estes animais sé&o criados de maneira mais confinada,
para fornecimento de leite a familia (RIBEIRO, 2004).

Atualmente a populacdo efetiva nacional de caprinos é
aproximadamente de 9.573.439, onde a regido Nordeste representa 93,4%
desse montante. Em Pernambuco, a quantidade de leite in natura ou resfriado
e industrializado é variavel, no més de setembro do ano de 2005 apresentou-se
em torno de 9.950 litros (IBGE, 2005).

A caprinocultura sempre foi uma das melhores opg¢des de exploragao
animal para a humanidade. Com a introducdo de novas racas, a biotecnologia
tem oferecido oportunidade de conhecer o polimorfismo genético de cada
ecOtipo e sua correlagdo com a producdo de carne e o conhecimento da
composicdo protéica do leite. Com isto, a agroinddstria da caprinocultura vem
aumentando sua produtividade melhorando a qualidade do leite e seus
derivados para consumo humano (NG-KWAI-HAMG, 1998).

A boa digestibilidade do leite de cabra € conferida pela presenca de
acidos graxos de cadeia média (8 a 12 carbonos) na sua constituicdo. Estes
acidos graxos sao facilmente hidrolisados pelas enzimas pancreaticas e, apos
serem absorvidos no intestino delgado, sdo conduzidos a veia porta. Este
processo digestivo também facilita a absor¢cdo de vitaminas hidrossoluveis
(McCULLOUGH, 2003).

A concentragdo de macrominerais no leite de cabra é duas a trés vezes
superior a do leite humano. Com relagdo ao leite de vaca, apresenta niveis
superiores de célcio, fésforo, potassio, cloro e magnésio. Dai seu valor

terapéutico na dieta de pessoas idosas como tratamento de osteoporose
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(GUEGUEN, 1997). Em sua composi¢do, também esté o selénio (700 pg/100ml
de leite), conhecido pela sua atividade antioxidante (PINA et al., 2003).

Lépez-Aliaga et al. (2005), trabalhando com ratos, demonstraram uma
eficiente propriedade terapéutica do leite de cabra. Assim, animais que se
alimentaram deste leite, apresentaram um aumento de colesterol na secrec¢éo
biliar, e uma concomitante queda do colesterol plasméatico. Além disso, o
consumo do leite de cabra faz diminuir a concentracdo de triglicerideos do
plasma, sendo uma medida profilatica anti-aterogénica e apresenta menor risco
as doencgas coronarianas.

Tanto no leite da vaca como da cabra, o teor protéico de caseina tem
valor aproximado de 80%, ou seja, superior ao do leite humano onde a caseina
representa 40% das lactoproteinas (MARTIN, 1999). Os 20% restantes das
lactoproteinas do leite da vaca € constituido de a-lactoglobulina e [-
lactoglobulina (NOUAILLE et al., 2005).

O leite caprino tem ainda como fator positivo, a auséncia de histamina,
considerada um forte agente alergénico. Ela age sobre receptores especificos
(receptores H) localizados, sobretudo nos muasculos bronquiais, induzindo
contracdes dos mesmos e dificultando a funcdo respiratoria. Ela se encontra no
leite de vaca num percentual de 50ug/100ml (METAIS et al., 1998).

Roncada et al. (2002) descreveram que o leite de cabra contendo alfa-
Sl-caseina procedente de alelos intermediarios, sdo mais utilizados para as
pessoas alérgicas. Também Haenlein (2004) atribui o menor percentual de alfa-
S1-caseina como fator determinante a hipoalergenicidade.

McCullough (2003) observou que em 300 casos de criangas na fase

infantil, com alergia a albumina do leite de vaca (quadro asmatico), 270 ficaram
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livres deste sintoma depois que se alimentaram com leite de cabra durante 6
semanas. Geralmente, estes processos alergénicos surgem uma semana apos
a crianga ingerir o leite de vaca (ELSAYED et al., 2004).

Wal (2001) atribui os fatores alergénicos as caseinas (lactoproteinas) do
leite de vaca. Nouaille et al. (2005) consideraram a B-lactoglobulina como
dominante alergénico e que ndo é somente a beta caseina do leite de vaca que
induz alta resposta de IgE, isto também ocorre com a beta caseina do leite
humano. A B-lactoglobulina esta ausente no leite humano, todavia esta
presente no leite de cabra numa concentracéo inferior ao leite de vaca (PINA et
al., 2003). Munoz Martin et al., (2004) também consideraram as caseinas do
leite de vaca como os principais alergénicos.

Manfredi et al., (1993) observaram as variantes de alelos A, B, C, D, E, F
e O que foram classificadas de acordo com a relacdo da sintese de proteinas.
Os alelos A, B, C estdo associados a uma taxa de sintese protéica elevada. O
alelo E, esta associado a uma taxa de sintese intermediaria, F e D com uma
taxa de sintese fraca e O com uma taxa de sintese nula.

As sete variantes descritas nas cabras Alpinas e Saanen francesas por
Boulanger et al. (1984), com base nas diferentes mobilidades eletroforéticas,
foram classificadas dentro dos quatros grupos de acordo com a média de
sintese protéica associada a cada um deles: O 1° grupo foi formado de alelos
fortes A, B, C nos quais foi encontrada uma média de 3.6g da alfa-1-caseina
por kg de leite. O 2 ° grupo foi formado por um s6 grupo intermediario, E,
associado a uma média de 1.6g por kg de leite. O 3° grupo constituido por

alelos fracos, D e F, teve uma média de 0.6 Kg. O 4° grupo considerado como



20

grupo de alelo nulo (O), é o que determina a auséncia desta caseina no leite
(GROSCLAUDE et al., 1987).

Uma inconveniéncia dos gendtipos fortes e intermediérios tem sido
observada com relacdo ao sabor do queijo. Queijos feitos com leite procedente
destes gendtipos tém menos aroma tipico do que procedentes de gendtipo
fraco, devido aos diferentes acidos graxos. Contudo, tem sido discutido se isto
é realmente um efeito do gene CSN1S1 ou a consequéncia da lipélise dos
acidos graxos durante a maturacdo do queijo (DELACROIX et al.,, 1996;
DELACROIX, 1998). Os efeitos deste polimorfismo foram estudados também
na Italia (P1ZZILO et al., 1999), no rebanho da Espanha (ANALLA et al., 2000)
e em rebanho misto nos EUA (CLARK e SHERBON, 2000).

Além do sabor que os alelos fortes produzem no queijo de cabra, Clark e
Sherbon (2000) comprovaram propriedades de rapida coagulacdo e formacgéo
de micelas mais consistentes; estes estudos foram realizados anteriormente
por Ambrosoli et al. (1988) e Barbieri et al. (1995) que mostraram esta
caracteristica. Ainda, os alelos fortes, promovem queijos ricos em proteinas e
gorduras (VASSAL, L. et al, 1994).

Os efeitos deste polimorfismo sobre a composicao do leite, estruturas
das micelas, propriedades coagulantes e producdo de queijo tém sido muito
estudados no rebanho francés onde constatou-se que n&o existe diferenga
entre os genotipos com respeito & producdo de leite, tem-se comprovado 0s
efeitos do polimorfismo genético da alfa-S1-caseina sobre as caracteristicas
fisico-quimicas do leite de cabra, os alelos AA induzem maior sintese de alfa-
S1-caseina conferindo a fabricacdo de queijos superior aos obtidos com outros

tipos de leite. O leite procedente de gendtipos fortes apresentam propriedades
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de facil coagulacédo, sélida coalhada, queijo mais firme, etc., melhores do que o
leite obtido nos gendtipos intermediarios, e estes apresentam por sua vez,
melhores propriedades de que os genoétipos fracos (MAHE et al.,
1993;REMEUF, 1993; BARBIERI et al., 1995; RICORDEAU et al., 1996;
MARTIN et al., 1999; RICORDEAU et al., 2000).

Na selecéo de caprinos leiteiros, em décadas passadas, pesava muito o
fator “quantidade de leite”. Atualmente a selecdo feita pelo polimorfismo
genético (BEVILAQUA et al. 2002) tem auxiliado na agroindustria onde esta
selecdo visa mais a qualidade do leite. Em vista disto trabalhos efetuados por
Grosclaude et al. (1987), Jordana et al. (1996) e Veress et al. (2004) confirmam
que o melhor queijo procede de leite associado com a alfa-S1-caseina e os
alelos fortes A, B e C.

O interesse pelo polimorfismo genético da alfa-S1-caseina ndo €
somente em termos imunologicos e dietéticos. Na agroindustria, tem-se
valorizado o efeito deste polimorfismo sobre o leite e seus derivados. Houve
um significativo impacto econémico sobre a qualidade do leite de cabra depois
que seus componentes foram determinados, e a alfa-S1-caseina participa

como uma principal proteina (VERESS et al., 2004).
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MATERIAL E METODOS

1- Local de realizacéo

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Fisiologia Animal
Molecular Aplicada - FAMA, do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
(DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

2- Animais

Foram utilizadas 60 amostras de sangue obtidas de caprinos, fémeas
adultas, clinicamente sadias, criadas em sistema extensivo, divididos em 3
grupos de 20 animais, Mestico, Moxot6 e Alpina Americana provenientes das
regides do Agreste do Médio Capibaribe, Sertdo do Moxot6 e Zona da Mata
Norte, representadas pelos municipios de Joao Alfredo, Ibimirim e Sé&o

Lourenco da Mata, respectivamente.
3- Coleta das amostras

Para a coleta de sangue foram utilizados tubos vacutainer (EDTA),
onde as amostras foram acondicionadas imediatamente em recipiente
contendo gelo.
4- Exames laboratoriais

a) Processamento das amostras de sangue

Para a obtencdo dos leucdcitos, estes, foram separados do plasma

através de centrifugacdo’® (825 g por 10 min), em seguida, com o auxilio de

uma pipeta® o plasma foi desprezado. Nos tubos em que se encontravam as

1 vacuum Il — Indstria Brasileira
2 Centrifuga SIGMA
% Pipetman Gilson
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hemacias e leucécitos, foi adicionada solucdo salina (0,9% em NaCl¥),
fechados, onde eram homogeneizados, inclinando-os levemente para cima e
para baixo. Em seguida, foram centrifugados por cinco minutos a 3000rpm e
descartando o sobrenadante. Esta operacéo foi repetida por trés vezes ou até
as células (eritrocitos e leucocitos) estarem bem lavadas. Em seguida com o
auxilio de uma pipeta foram feitas as coletas da camada das células, para
serem acondicionadas em tubos devidamente identificados e armazenados em

freezer®.

b) Extracdo de DNA de leucdcitos

A extracdo do DNA leucocitario foi realizada atravées do método
modificado (MANIATIS et al., 1989). Em um tubo eppendorf® de 1,5 mL
devidamente identificado, foi adicionado para uma amostra contendo: 100ul da
amostra de leucécito, 100l de TE (Tris’ 10 mM — EDTA® 1mM pH 8,0) e 100l
de fenol® equilibrado pH 8,0. A amostra foi homogeneizada a por 1 min em um
vortex®®, centrifugou'* a 17968g por 5 min a 4°C. Em seguida o sobrenadante
foi transferido para outro tubo devidamente identificado e adicionou-se 100ul de
fenol-cloroformio®® (1:1), a amostra foi mixada por 1 min e centrifugada a
17958g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf
devidamente identificado onde foi adicionado 100ul de cloroférmio, mixado por
1 min e centrifugado a 17968 g por 5 min. Novamente em outro tubo eppendorf
devidamente identificado, foi adicionado 10pl de acetato de aménio*® 3M, 100l
do sobrenadante do tubo anterior (onde encontra-se os DNAs) e 100ul de
isopropanol**. A mistura foi mixada por 1 min e incubou por no minimo 60 min
no freezer, em seguida, centrifugada a 179689 por 15 min, o sobrenadante foi

desprezado e o pellet lavado com 500pl de etanol®® 70% na centrifuga a uma

* Cloreto de Sédio — Laboratério Merck
® Freeze - Consul

® SSI — Scientific Specialties Inc.

" Tris — Invitrogen life technologies

8 EDTA — Sigma Chemical Co.

° Phenol — Laboratdrio Merck

19y/6rtex — Marca Phoenix

1 Centrifuga SIGMA 2K15

12 Cloroférmio — Laboratério Merck

13 Acetato de Amonio P.A. - Cromato Produtos Quinid®A
% |sopropanol — Laboratério Merck

!5 Ethanol — Laboratério Merck
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rotacdo de 17968g durante 5 min a 4°C. Retirado o etanol 70% e o pellet
deixado em temperatura ambiente foi resuspendido em 50ul de TE (Tris-EDTA
pH 8,0).

O DNA extraido foi analisado em gel de agarose'® a 0,8%, com
marcador de peso molecular fago-A, corado com brometo de etideo, para

anélise em luz ultravioleta e fotografado®’ para verificacdo de sua qualidade.

c) Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

Os genes da alfa-S1-caseina foram amplificados segundo Ramunno et
al. (2000), em um termociclador'®, utilizando-se a enzima Taq DNA
polimerase®® e 0s pares de primers?° “sense”: 5’
TTCTAAAAGTCTCAGAGGCAG 3 e “anti-sense”: 5
GGGTTGATAGCCTTGTATGT 3.

As reacOes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 mL.
Estas reacdes continha 2,5uL de 10X PCR?, 1,75 uL de 50mM de MgCl,?%, 1L
do oligonucleotideo “sense”, 1uL do oligonucleotideo “ante-sense”, 2,5uL de
dNTPs®, 15 pL de agua milliQ®*, 0,8 U Tag DNA polimerase, 30ng de DNA.

A reacéo foi incubada num termociclador da Eppendorf que executou
uma programacao de desnaturacio inicial de 97°C por 2 min, 60°C por 45 seg,
72°C por 2 min e 30 seg. Em seguida 30 ciclos de 94°C por 45 seg, 60°C por
45 seg, 72°C por 2 min e 30 seg com um aumento progressivo de 4 seg por
cada ciclo na extensédo; com uma extensao final de 72°C por 10 min no final do
ciclo. O DNA amplificado foi analisado em gel de agarose 2%, com marcador
de peso molecular DNA-Ladder 50bp, corado com brometo de etideo?,

visualizado em luz ultravioleta®® e fotografado para constatar sua amplificacao.

16 Agarose — Invitrogen life Technologies

7 ZoomBrowser-Canon — PowerShot S70 — Digital Camara
'8 Termociclador — Eppendorf Mastercycler personal
19 Tag DNA polimerase — Invitrogen life Technologies
20 Primers - Invitrogen life Technologies

% Tampéo - Invitrogen life Technologies

22 MgCL, - Invitrogen life Technologies

2 dNTP - Invitrogen life Technologies

24 Agua milliQ — Sistema Elga de purificacdo

% Brometo de Etideo — Invitrogen — Life Technologies
% Aparelho luz ultra-violeta — Vilber Loumart
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d) PCR-RFLP (Reacbes em cadeia de polimerase — Pol imorfismo do

comprimento de fragmentos de restricao)

A reacédo de clivagem do DNA com a enzima de restricdo foi realizada
com um volume final de 15uL. Para cada reacao, foi preparado uma mistura
(mix) contendo 8,5pL de agua milliQ, 1,5uL de tamp&o da enzima®’, 0.8U da
enzima XmnlI*®®, mixada em vértex para homogeneizar a amostra. Adicionou-se
10puL do mix em um tubo para PCR contendo 5ul do DNA amplificado (produto
de PCR) por 4 horas a 37°C em condi¢cdes de tamponamento, em seguida a
digestdo, foi realizada a inativacdo da enzima a 65°C por 20 min. Apds a
digestdo enzimética, o DNA digerido foi analisado em gel de agarose a 2%,
com marcador de peso molecular DNA-Ladder 50bp, corado com Sayber
Green?, visualizado em luz ultravioleta e fotografado, para verificagdo dos

alelos da alfa-S1-caseina.

e) Analise estatistica.

O modelo estatistico deste trabalho foi descritivo, onde utilizamos a
frequéncia das bandas alélicas encontradas, sob a forma de percentis (%),
para se estabelecer a ocorréncia dos alelos encontrados em cada raca dos
caprinos estudados no trabalho (CURI, 1997)

2’ Tamp&o de enzima — New England - Biolabs
8 Enzima restricdo - New England - Biolabs
29 Sayber Green — Invitrogen — Life Technologies
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RESULTADOS

1. Reacdo em cadeia pela polimerase — PCR.

As amplificacBes dos alelos CSN1S1F da alfa-S1-caseina, dos animais
estudados (caprino Mestico, Alpina Americana e Moxotd) neste experimento,
com 0s oligonucleotideos especificos “sense”: 5’
TTCTAAAAGTCTCAGAGGCAG 3 e “anti-sense”: 5
GGGTTGATAGCCTTGTATGT 3’, apresentaram 0 mesmo padrao de
amplificagdo com 230 pb (Figura 1).

MESTICO MOXOTO M ALPINA AMERICAN#

230 pb—

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 2% corada com Brometo de Etidio
dos fragmentos amplificados dos DNAs.

Amostras:

Mestico: 1, 2, 3,4, 5

Moxoto: 1, 2, 3,4, 5

Alpina Americana: 1, 2, 3,4, 5

Marcador DNA-Ladder 50bp: M

2. Reagao em cadeia pela polimerase — polimorfismo  do comprimento de
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP).

Os fragmentos amplificados dos DNAs foram digeridos com a enzima de
restricdo Xmn |, a uma temperatura de 37°C durante 4 horas.

O resultado da digestdo enzimatica para os animais Mestico e Moxoto
apresentaram 0 mesmo padrdo de pares de base, entretanto a Alpina

Americana apresentou um Unico padrao diferente (Figura 2 e Tabela 1).
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Tabela 1: FreqUéncia alélica nas racas Alpina Americana, Moxotd e Mestico.

Ragas N© de animais Alelos
Alpina americana 20 C/D (100%)

Moxoto 20 B/D (100%)

Mestico 20 B/D (100%)

" ﬂ F_li. 2
\[pina Americana

- s = 4—230pb

230 pb —» <«— 210 pb
165 pb —> p

65 pb —»

Figura 2: Genotipagem em caprinos da alfa-S1-caseina, usando a reagdo em
cadeia pela polimerase seguido pela acao da enzima de digestdao Xmn I.

Alelo B = 65pb + 165 pb

Alelo C =210 pb

Alelo D = 230 pb

Marcador DNA-Ladder 50bp: M
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DISCUSSAO

Por meio da técnica utilizada no presente estudo (PCR-RFLP), os genes
da alfa-S1l-caseina (CSN1S1) foram amplificados com oligonucleotideos
especificos e os fragmentos gerados (60, 160 e 230pb) estdo proximos dos
observados por Ramuno et al. (2000).

Houve um significativo impacto econémico sobre a qualidade do leite de
cabra depois que foram identificados os alelos (YAHYAOUI et al.,, 2000;
RAMUNO et al.,, 2001; VERESS et al., 2004; SANCHEZ et al. 2005) que
induzem a sintese dos componentes protéicos tais como alfa-S1-caseina,
kapa-caseina e beta-lactoglobulina.

Os resultados obtidos neste experimento sdo similares aos genotipos
encontrados nos rebanhos da raca Alpina Francesa e Saanem, em estudos
realizados na Itdlia (MARLETTA et al., 2000; MEGGIOLARO et al., 2000;
FELIGINI et al., 2005) na Noruega (VEGARUD, et al., 1999), no rebanho da
Espanha (JORDANA et al., 1996; ANALLA et al., 2000) e em rebanho misto
nos Estados Unidos (CLARCK e SHERBON, 2000).

Foi observado em nosso experimento que o alelo D aparece com maior
frequéncia em todos os animais estudados, sendo que os animais Mestico e
Moxotd apresentam adicionalmente o alelo B e a raca Alpina Americana, o
alelo C. Estes achados discordam dos estudos de Boulanger et al. (1984), em
cabras das ragas Alpinas, Saanen e cruzadas (Alpina e Saanen), que
encontraram uma predominancia do alelo B (forte) sobre o alelo A (forte).
Todavia, em nosso experimento, ha uma equivaléncia entre os alelos B e D

(fraco) entre os animais das racas Moxotd e Mestico.
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Por outro lado Grosclaude et al. (1994) demonstraram que os alelos E
(intermediario) e F (fraco) prevalecem nos animais Saanen e Alpina na Franca
e na ltalia, e os alelos A e B aparecem com menor freqiiéncia.

A presenca do alelo fraco (D) em 100% dos animais, difere do descrito
por Grosclaude et al. (1994) que encontraram diferenca de 20% entre as
proteinas do leite (a-s1-caseina) obtidos do gendtipo forte e fraco.

Comparando os nossos resultados com os de Jordana et al.,, 1996,
observaram-se que com 0s genotipos nas ragas Moxot6é e Mestico do rebanho,
do sertdo do Moxoté e do Agreste do Médio Capibaribe, se identificaram com
os da ragca Canéria da Espanha na quais os alelos fortes A e B foram mais
frequentes.

Os animais nativos Moxoté apresentaram somente os alelos B e D, o
mesmo aconteceu com 0S animais Mesti¢os, por outro lado, Ricordeau et al.
(1999), analisando os alelos da alfa-S1-caseina de cabrinos nativas (Aldudes,
Arette Lourdios, Aspe Pau-Aquitaine, Soulor, Bigorre, Nistos Ariege, Chevres e
Boucs) das montanhas dos Pirineus, comprovou que o alelo E foi o mais
dominante entre estes animais, com percentual de 51% a 63% em comparagao
aos alelos A, B, F e O (nulo), onde os alelos A e B estiveram abaixo de 30%.
Contudo, o0 mesmo autor quando analisou a raca nativa francesa Poitevine
observou que o alelo predominante foi o B (Ricordeau, et al. 1996 e 2000).
Nota-se que existe um polimorfismo maior da a-s1l-caseina nos animais nativos
dos Pirineus do que os encontrados dos animais nativos da raca Moxoto do
Sertdo de Pernambuco.

Nos animais deste estudo, observou-se a auséncia do alelo E, o que foi

encontrado por Marletta et al. (1999) na raca nativa Girgentana da Sicilia e pelo
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mesmo autor em animais nativos Argentata na Italia (MARLETTA et al., 2000),
gue também encontraram uma maior frequéncia do alelo F (fraco). Da mesma
maneira nos animais da raga Moxoto foi encontrado o alelo fraco, porém neste
caso foi o D.

Na raga Alpina os alelos identificados foram C e D contrastando com os
resultados de Clark e Sherbon (2000), que encontraram polimorfismo da alfa-
sl-caseina em animais das ragas Alpina, Saanen e Toggenburg e Nubiana
identificando os alelos A, B, E e F, onde os alelos E e F foram os
predominantes para as ragas Alpina e Saanen e o0 A para Nubiana.

A maior presenca de um alelo fraco (D) neste estudo na raca Alpina
Americana, corrobora com os resultados de outros autores que observaram o
alelo fraco (F) em caprinos na lItalia (61,5%) (MEGGIOLARO et al., 2000), e em
cabras Vinje e Aas da Noruega, onde demonstraram a presenca de alelos
fracos em mais de 70% desse rebanho (VEGARUD, et al. (1999).

A presenca do alelo fraco nos animais da raga Alpina Americana
também ja tinha sido observado por Veress et al. (2004) analisando o
polimorfismo alfa-S1-caseina das cabras leiteiras Hungaras, Alpina e Saanen,
comprovando uma maior frequéncia dos alelos E (34%) e F (41%) na raca
Alpina. No entanto, como ja foi mencionado anteriormente, nos animais desse

experimento ndo foi encontrado o alelo intermediario (E).
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CONCLUSAO

Analisando o polimorfismo da a-sl-caseina das racas Moxotd, Mestico e Alpina
Americana, através dos resultados obtidos, nas condi¢cdes em que foi realizada

a presente pesquisa nos permitiu chegar as seguintes conclusoées:

1) A digestdo com a enzima Xmn | dos fragmentos amplificados dos DNAs
caracterizou o polimorfismo genético caracteristico de cada uma das racas

estudadas.

2) A presenca dos alelos forte e fraco nas racas Moxotd, Mestico e Alpina
Americana, podem conferir um melhor aproveitamento do seu leite para a

producéo de derivados lacteos.

3) Considerando que o alelo D (fraco) € um agente indutor de sintese protéica
da a-sl-caseina em todas as racas estudadas, o seu leite seria 0 mais indicado

para o consumo de pessoas alérgicas.

4) A existéncia do alelo B nas racas Moxoto e Mestico e do alelo C na Alpina

Americana, caracteriza a diferenca genotipica entre elas.
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