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Introducao

O leite ¢ um fluido bioldgico, sendo caracterizado
como um alimento fonte de célcio e muito nutritivo. As
caseinas (alphag;, beta, alphay, e kappa) formam a
principal fragdo de proteinas em leite de ruminantes,
representando  80% do total das proteinas. Sao
codificados por unicas copias de genes contidas em um
segmento de aproximadamente 200 Kb no cromossomo 6
de caprinos (Capra hircus) [1].

O gene da alphag-caseina (CSNISI) ¢ bastante
polimérfico, possuindo mais de 18 alelos, os quais estdo
associados a niveis de expressdo variados (de 0 a 3,5
g/L). Dentre eles temos os alelos A, B e C com expressdao
alta (3,5g/L), o alelo E (1,6g/L) considerado alelo
intermediario, alelo F, de baixa expressdo (0,6g/L) e o
alelo O, de nula expressdo desta proteina no leite [2].

A alphag;-caseina ¢ uma das proteinas que desencadeia
0 processo alérgico em humano. As pessoas sensiveis a
esta proteina, tém como sintomas: urticéria;
rinoconjuntivite; asma; vomito; diarréia e, na maioria dos
casos graves, choque anafilatico e morte. Por isso,
pesquisas utilizando o alelo que tenha expressao nula sdo
necessarias [3].

A mutacdo que caracteriza o alelo O do gene CSNISI
¢ a delecio de sete éxons, que comega no 181°
nucleotideo do 12° intron deste gene [4]. Dessa forma,
com a interrupcdo da seqiiéncia génica, a proteina
resultante ¢ truncada, perdendo a fungdo e deixando de
ativar o sistema imunolégico, ndo produzindo Ig E, a
qual ¢ a responsavel pela reagdo alérgica [5].

Com este trabalho objetivou-se identificar o alelo O do
gene CSNIS! em um rebanho de animais caprinos
(Capra hircurs) pertencentes a Universidade Federal de
Vigosa e estimar a freqiiéncia deste na populacdo em
estudo.

Material e métodos

Foram utilizados 62 animais caprinos da raca Saanen,
alojados no setor de caprinocultura da Universidade
Federal de Vicosa os quais foram identificados quanto
aos alelos mais freqiientes do gene CSNIS! (alta, média
e baixa expressao).

Primeiramente, foi feita a extragdo de DNA a partir de
leucocitos do sangue de caprinos, utilizando-se o
reagente hexadeciltrimetilamoénio (CTAB). O DNA
obtido foi armazenado em tubos de 1,5 mL diluidos em
agua ultra-pura e estéril a uma temperatura de 4°C.

Para a amplificagdo do fragmento que contém a
mutagdo do alelo O, através do método de PCR (do
inglés Polimerase Chain Reaction), foram utilizados
oligonucleotideos que flanqueiam a regido entre o
nucleotideo 12089 e 12636 da seqiiéncia disponivel no
GenBank (AJ AJ504710); Tag DNA polimerase; MgCly;
dNTPs e tampao 10X (tris-HCI). Cada um dos tubos
continha um volume final de 20 pL, os quais foram
colocados em um termociclador, onde a temperatura
oscilava de acordo com o tempo, realizando os seguintes
passos: desnaturagdo a 94°C por | minuto; anelamento
dos oligonucleotideos a 62°C durante 45 segundos e
elongacdo da fita de DNA a 72°C por 1 minuto. Ao final
de 35 ciclos a reagdo estava concluida.

A analise dos fragmentos amplificados por PCR foi
feita através de eletroforese em gel de poliacrilamida 5%;
revelado com nitrato de prata. Foram avaliados os
tamanhos dos fragmentos para verificar se a regido
estudada apresentava ou ndo a delegdo.

A determinagdo da freqiiéncia alélica foi obtida por
contagem direta, assumindo o equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Resultados e Discussao

Devido a existéncia de 18 alelos, sendo que os mais
freqiientes na nossa populagdo sdo os alelos E e F, os
animais avaliados neste estudo j& haviam sido excluido
da possibilidade de serem portadores dos alelos mais
freqiientes, sendo fortes candidatos a apresentarem alelos
raros.

Nos géis de poliacrilamida foram observados dois
fragmentos: um menor, com 305 pares de base (pb), que
foi identificado como sendo o alelo O e outro maior, de
548 pb, identificado como sendo qualquer outro dos 17
alelos restantes (Figura 1). O fragmento do alelo O
(DNA com a delecdo a partir do 12° intron), apresentou-
se menor que o fragmento que identifica os demais alelos
em razdo das distdncias entre os oligonucleotideos
desenhados, amplificando um fragmento menor quando a
delecdo estad presente e um fragmento maior quando o
gene ndo estad deletado.

Embora as amostras de DNA estivessem integras, para
algumas amostras as amplificacdes ndo eram eficientes.
Ao confrontar todas as demais analises, notou-se que isto
acontecia para o DNA proveniente dos animais
portadores do genoétipo EE do referido gene, sugerindo
que possa estar havendo alguma alteragdo na regido do
intron 12 quando a mutagdo que caracteriza o alelo E
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também existe, o que pode estar dificultando o
anelamento dos oligonucleotideos para amplificar a
regido correspondente ao alelo O.

Neste estudo, ndo foi observada a ocorréncia de
animal homozigoto para o alelo O do gene CSNISI. Os
animais heterozigotos apresentaram os genodtipos OE e
OF.

Através de contagem direta e assumindo o equilibrio
de Hardy-Weinberg, a freqiiéncia do alelo O do gene
CSN1S1 foi de 0,02 na populagdo caprina da raca Saanen
da Universidade Federal de Vigosa. Comparando com as
freqiiéncias relatadas em estudos na Francga, de 0,03 [6] e
pesquisas realizadas no Brasil, onde a freqiiéncia,
estimada a partir de teores de caseina no leite, foi de 0,05
[7], a freqliéncia encontrada no rebanho do presente
estudo foi inferior aos descritos na literatura. Ressalta-se
que a freqiiéncia do alelo O no Brasil relatada por estes
autores ndo foi baseada em analise do DNA como no
presente estudo, sendo uma estimativa realizada com
base nos teores de caseina no leite caprino.

Mediante o conhecimento da existéncia de animais
portadores do alelo O, ha a possibilidade de exploragdo
comercial, pela produgdo de leite isento de alphag-
caseina, voltado para pessoas alérgicas ao leite de vaca.
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Figura 1. Padrdo eletroforético em gel de agarose 1%, corado por brometo de etideo. M, marcador 1KB (Invitrogen); canaleta 1,
animal heterozigoto para o alelo O; canaleta 2, animal homozigoto sem a dele¢do no gene CSNISI .
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