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LEITE A2:
IMPACTO

DO POLIMORFISMO
DA B-CASEINA

NA SAUDE HUMANA

As variantes genéticas A1 e A2 da
B-caseina naturalmente existentes no leite
de vaca influenciam a satde humana.

O consumo de leite sé com a variante

A2 pode reduzir problemas digestivos

e a predisposi¢do para doengas do
sistema gastrointestinal, neuroldgico e
cardiovascular, associados a variante A1l.
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O leite dos ruminantes ¢ uma importante fonte de
nutrientes para os seres humanos em todas as fases
da vida. E rico em proteinas e outros constituintes
biologicos, tais como hidratos de carbono, vita-

minas e minerais, bem como em imunoglobulinas,
hormonas de crescimento, citocinas e péptidos
bioativos!. Uma das fontes de péptidos bioativos
sao as proteinas do leite, entre elas as caseinas, a
partir das quais sao libertados ap6s o processa-
mento do leite ou apds a digestao enzimatica no
trato gastrointestinal®. Estes péptidos tém varios
beneficios para a satde, incluindo atividades imu-
nomoduladoras, antibacterianas®, de ligacao aos
recetores opioides e mesmo antimitoticas®.

Em 2023, o mercado global de péptidos terapéuti-
cos foi estimado em 43,45 mil milhoes de dodlares e
prevé-se que possa aumentar a uma taxa composta
de crescimento anual (CAGR) de 6,1% entre 2024 e
20301,

Assim, pelas racoes apontadas acima e devido aos
seus efeitos significativos na composicao do leite
e nas propriedades tecnologicas para o fabrico de
queijo, existe um grande interesse no estudo das
proteinas do leite bovino.
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Composicao do leite em proteina

O leite bovino tem um teor médio de proteinas de
35 g /L, composto principalmente por caseina (CN),
que representa quase 80% do total de proteinas
presentes em diferentes fracoes: aSl-, aS2-, p- e
k-CN. As proteinas do soro de leite representam os
restantes 20% das proteinas do leite, encontram-se
em solucao e sao compostas principalmente por
B-lactoglobulina (b-LG) e a-lactalbumina (a-LA), se-
guidas de lactoferrina (LF), e vestigios de albumina
sérica e imunoglobulinas.

As quantidades e proporgoes das caseinas do lei-
te e das proteinas do soro, fortemente influencia-
das pela raca®, foram identificadas como desem-
penhando um papel importante nos processos de

coagulacao do leite e de formagao da coalhada 7
(ver Tabela 1).

O gene CNS2

O gene que codifica a sintese de B-CN é o gene
CNS2, para o qual foram descritas 13 variantes alé-
licas diferentes (Al, A2, A3,B,C,D,E, F, G, Hl, H2 e
J)¥. As duas variantes mais comuns desta proteina
sao a Al e a A2, que diferem apenas num aminoaci-
do na posicao 67. Na B-CN Al existe uma histidina
nesta posicao, enquanto na p-CN A2, esta histidina
é substituida por uma prolina®.

O alelo A2 do gene CNS2 € o alelo ancestral do gé-
nero Bos. Este alelo codifica a B-CN A2 e esta pre-
sente no leite de vacas, ovelhas e cabras e também

Tabela 1 — Médias dos minimos quadrados (xerro padrao) da producéo de leite, composicao,

contagem de células somaticas, ureia, composicdo em proteina e propriedades de coagulacao do leite

em quatro racas bovinas italianas

Parametro Raca
Holstein-Friesian Simmental Brown Swiss Alpine Grey
Producio de leite (kg/d) 29,37+0,17 @ 25,67+0,17 © 25,16+0,17 © 20,79+0,25 ¢
Composigao do leite (%)
777777777777777777777777 Gordura 4,04+0,013 © _ 412:0,014 4,27+0,013 @ 3,860,024 ¢
S Proteina bruta 3,30+0,006 © 3,51*;0,007b
- Caseina 2,58+0,005 ¢ 2,75:r0,005b
Indice de células somaticas, unidades 2,470,029 ©® c

i

21,09+0,172

Ureia do leite, mg/dL 20,15+0,168 4 @ 21,87+0,252 ©
Fracgoes proteicas (g/100 mL)
S CPE RN A0S L BRER0E L LIS | e |
S p-Caseina 1,020,003 ° | 103:0004 © | 1L12¢0,003 * | 1,080,007 °
S SCSE, e e TR L0 W S L W o
B-Lactoglobulina 0,32+0,002 @ 0,33+0,002 @ 0,29+0,002 ° 0,29+0,004 °

a-Lactalbumina

0,076+0,0001 °

0,077+0,0001

2| 0,074+0,0001 °

0,077+0,0002 =

Fracgoes proteicas (% de proteina bruta)

L i 0,000 0o el IS0 GO0 el U0 00 T I 5,620 DO
o p-Caseina | 30,93:0081 ° | 29,33:0087 ° | 31,05:0,081 * | 3062:0,163 °
L pnCes i 002 0GR IR o320 0T W 010 00D O N 550
__ P-Lactoglobulina 974+0,048 * |  923:0052 ° | | 7910047 © | 8,080,102 ©

a-Lactalbumina 2,33+0,004 © 2,22+0,004 @ 2,07+0,004 ° 2,21x0,008 #

Propriedades de coagulagio do leite”

o RCT(min) | 2152:0069 ° | 218220073 © | 2150:0068 ® | 2182:0138 *
e 0 (min) | 649:0022 * | 586:0024 ° | 528:0022 * | 556:0046
e a0(mm) | M15:017 | 1641:0179 * | 1776:0162 ¢ | 162720337 *

IAC 100,49+0,078 * | 100,97+0,082 2 | 100,93+0,074 @ 100,32+0,157
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“RCT: tempo de coagulagao da coalhada; k20: tempo de firmeza da coalhada; a30: firmeza da coalhada 30 min ap6s a adigao do coalho. IAC: indice de aptidao do leite para a coagulagao.
As médias dos minimos quadrados com letras diferentes sobrescritas numa mesma linha sdo significativamente diferentes (P<0,01). Adaptado de Niero et al.”.
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no leite humano™. O alelo Al é uma mutagao pre-
sente nas populacdes de Bos taurus que codifica a
B-CN Al, presente em muitas racas bovinas em di-
ferentes frequéncias alélicas. A raca com a maior
percentagem de alelos A2 na Europa € a Guernsey,
com 96%", enquanto o Al é o alelo mais frequente
(60%) nas racas Holstein e Ayrshire. Contudo, num
estudo realizado em 12 ragas leiteiras em Francga ve-
rificou-se que na raga Holstein o alelo A2 tem uma
frequéncia de 59,2% contra 30,0% do alelo Al, o que
vai ao encontro dos resultados em outras racas es-
tudadas, em que a frequéncia do alelo A2 foi supe-
rior, atingindo os 82,8% na raca “Abondance™™. Em
Italia, a frequéncia do alelo A2 nas vacas leiteiras é
superior a 60%™ (Vigolo et al., 2023). Atualmente,
a maior parte do leite comercializado contém uma
mistura de B-CN Al e A2, que pode ser provenien-
te de vacas heterozigoticas A1/A2 ou da mistura de
leite de animais homozigoticos Al/Al e A2/A2.

A presenca do alelo A2 foi associada com aumentos
da producao e teor em proteina do leite e com um
decréscimo na producgao e teor de gordura do lei-
tet* "l Este alelo foi também associado a0 aumen-
to da producao de proteina as2-CN e das proteinas
do soro (a-LA e B-LG) e a um decréscimo da produ-
¢ao de k-CNM,

O que é um leite A2

O “leite A2” caracteriza-se por nao conter a varian-
te Al da B-CN: uma proteina que representa cerca
de 30% das caseinas do leite de vaca®. Este tipo de
leite foi comercializado pela primeira vez em 2003,
na Nova Zelandia, e desde entao tem vindo a ga-
nhar presenga nos mercados de varios paises, no-
meadamente nos EUA e na China™.

Para produzir “leite A2”, é necessario ter uma
exploragao leiteira em que todas as vacas te-
nham o genétipo A2/A2 do gene da CNS2. Isso
pode ser alcancado através da selecao de vacas
A2/A2 e de vitelas de substituicado filhas dessas va-
cas e de touros selecionados A2 /A2,

Propriedades tecnolégicas do leite A2
A composicao proteica do leite afeta as caracteris-
ticas nutricionais e tecnologicas do leite (ver Ta-
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bela 1). Os genes das caseinas encontram-se num
cluster no cromossoma 6 bovino®. Devido ao forte
desequilibrio de ligacao entre as variantes das ca-
seinas, é importante notar que um aumento na fre-
quéncia da B-CN A2 também induz aumentos nas
frequéncias de certas variantes das caseinas aSl e
k-. Os resultados de Sanchez et al.™ revelaram que
a selecao para a p-CN A2 também aumenta a fre-
quéncia da variante C da aS1-CN e da variante A da
k-CN em algumas das ragas estudadas, ambas com
efeitos desfavoraveis nas caracteristicas tecnologi-
cas do leite para a producao de queijo. Bisutti et al.!™
e Vigolo et al." avaliaram os efeitos da f-CN A2 so-
bre o processo de fabrico de queijo, concluindo que
o aumento relativo de B-CN A2 reduz a eficiéncia do
processo de fabrico, recomendando cautela no uso
destes leites para a producgao de queijo, contudo a
sua utilizagao pode levar a producao de queijos e
produtos fermentados ricos em péptidos bioativos
com interesse para a satde humana.

Péptidos bioativos do leite

Os péptidos bioativos (incluindo péptidos anti-
microbianos, antioxidantes, imunomoduladores,
opioides, transportadores de minerais e vasoativos)
sao fragmentos de proteinas que podem ser liber-
tados por clivagem enzimatica durante a digestao
das caseinas e das proteinas do soro. Estes pépti-
dos interagem com diferentes orgaos e contribuem
para varios efeitos gastrointestinais, neurologicos
e cardiovasculares® .,

Uma grande variedade de péptidos bioativos que
afetam as propriedades nutricionais do leite podem
ter origem nas caseinas® (ver Tabela 2), entre eles
um péptido opioide, a B-casomorfina-7 (BCM-7)
(Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle) que resulta da cli-
vagem da B-CN Al pelas enzimas gastrointestinais,
facilitada pela existéncia de um residuo histidina na
posicao 67%¥ (ver Figura 1). No entanto, quando um
residuo de prolina se encontra na posi¢ao 67, como
€ o caso na B-CN A2, a probabilidade de clivagem
enzimatica em BCM-7 é minimizada.

A clivagem enzimatica pode ser devida ao consumo
humano ou microbiano, no caso de produtos lac-
teos fermentados, ou pode ser atribuida a combi-
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Tabela 2 - Composicdo em aminoacidos das B-casomorfinas (BCM) de ocorréncia natural

no leite bovino, ovino, bubalino e humano*

Fonte do leite BCM Posicao dos AA na B-caseina Sequéncia primaria do péptido
_p-casomorfinad (60-63) Tyr-Pro-Phe-Pro (YPFP)
~p-casomorfina5 (60-64) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly (YPFPG)
”ﬁiggsgpgrrﬁrr}rgﬂs 77777777777777 (60-65) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro (YPFPGP)
_p-casomorfina7 (60-66) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile (YPFPGPI)
Vaca _ Prof-B-casomorfina 8 60-67 (A2/A3) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro (YPFPGPIP)
_ Hist®-p-casomorfina 8 60-67 (A1/B) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle-His (YPFPGPIH) 7
_ Prof-B-casomorfina 11 60-70 (A2/A3) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle-Pro-Asn-Ser-Leu (YPFPGPIPNSL)
Hist®-B-casomorfina 11 60-70 (A1/B) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-His-Asn-Ser-Leu (YPFPGPIHNSL)
Ovelha B-casomorfina 8 (60-67) Tyr-Pro-Phe-Thr-Gly-Pro-Ile-Pro (YPFTGPIP)
Buffala B-casomorfina 7 (60-66) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile (YPFPGPI)
_B-casomorfina (1-4) (51-54) Tyr-Pro-Phe-Val (YPFV)
Mulher _ p-casomorfina (1-5) (51-55) Tyr-Pro-Phe-Val-Glu (YPFVE)
_B-casomorfina (1I-7) (51-57) Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-Ile (YPFVEPI)
B-casomorfina (1-8) (51-58) Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-Ile-Pro (YPFVEPIP)

“ Al, B-caseina bovina de tipo Al; A2, B-caseina bovina de tipo A2; A3, B-caseina bovina de tipo A3. Adaptado de Brooke-Taylor et al. ¥, Kaminski et al.”’ e Thiruvengadam et al.”.

Enzimas

gastrointestinais
Posigdo 67
(Prolina impede

clivagem) /
Ofa O
T

Posicdo 67
(Histidina facilita
\ clivagem)
B-casomorfina-7
(BCM-7)

DPPIV

Figura 1 - Libertagdo da B-casomorfina-7 (BCM-7)
por enzimas presentes no trato gastrointestinal.

O residuo de histidina na posicdo 67 na B-CN Al

é clivado para libertar os sete aminodcidos
precedentes, resultando na BCM-7. A dipeptidil
peptidase IV (DPPIV) pode inibir a atividade da

BCM-7. Adaptado de Kay et al.?? e Pal et al.®.

nacgao de ambos os fatores. A BCM-7 ¢ uma agonista
conhecida dos receptores opioides |, que pode ser
inibida pela dipeptidil peptidase IV (DPPIV) (Fi-
gura 1). A BCM-7 pode interagir com os recetores
p-opioides, influenciando diretamente a fisiologia
gastrointestinal (ver Figura 2) ou exercendo efeitos
noutras partes do corpo, como os sistemas cardio-
vascular, neurologico e enddcrino.
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Alibertacgao in vivo de BCM-7 por cada litro de leite
de vaca dependera do teor proteico do leite (que,
por sua vez, ¢ afetado pela racga, pela alimentacgao
dos animais e pelos procedimentos de normaliza-
¢ao dos componentes durante o processamento
do leite), da proporc¢ao de B-CN Al e A2 e, possivel-
mente, das condigdes gastrointestinais especificas
do individuo. Existem agora provas claras de que
a BCM-7 ¢ libertada nao s6 do leite, mas também
do iogurte e do queijo e, com toda a probabilidade,
de qualquer produto lacteo® 1. H4 também provas
de que ha uma libertacao modesta de BCM-7 nos
processos de fabrico de queijo e iogurte, mas que,
durante este Gltimo, certas bactérias presentes no
iogurte podem hidrolisar a BCM-7%*%. Nao se sabe
se essas bactérias consumidas no iogurte também
tém uma influéncia semelhante no trato gastroin-
testinal humano.

Em 2009, a Autoridade Europeia para a Seguran-
¢a dos Alimentos (EFSA) reconheceu que o BCM-7
possui atividades biolégicas, como efeitos na mo-
tilidade gastrointestinal e nas secregdes gastricas
e pancreaticas®. No entanto, a EFSA concluiu que
nao era possivel estabelecer uma relagao de “causa
e efeito” entre a ingestao de BCM-7 e doengas como
diabetes tipo 1, doengas cardiacas e perturbacoes
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A digestdo da B-caseina Al leva a libertagido do péptido BCM-7

/. BCM-7
A

AL
a, &
& - w2

Sintomas semelhantes a intoleréncia a lactose:
- Borborigmos (ruidos do aparelho digestivo)
- Flatuléncia (gases nos intestinos)

- Enfartamento (barriga inchada) ™)
- Dor abdominal

- Frequéncia das evacuagdes

- Consisténcia das fezes 3

O péptido BCM-7 liga-se aos
recetores  no trato gastrointestinal

Alteragdes da -
microbiota intestinal:
- - 1 massa total de fezes

/» - { mobilidade gastrointestinal

- { massa bacteriana
- T resposta inflamatéria
(via Th2, atividade MPO)

Aumento da produgédo de mucinas:

- Pela ativagdo das célula caliciformes

- Disrupgdo da barreira protetora gastrointestinal
- Nds permeabilidade intestinal

Cilios

;uum}nm, )
‘,)1 o
)

Células caliciformes  Células basais

Mucinas

Células ciliadas

Figura 2 - Efeitos gastrointestinais (Gl) adversos do péptido BCM-7. O péptido BCM-7 libertado aquando

da digestdo da B-CN Al liga-se dos recetores opidides p que se encontram em todo o trato gastrointestinal.
Esta interagdo contribui para vdrios efeitos adversos, tais como sintomas semelhantes aos da intolerancia a
lactose, alteragdo da microbiota intestinal e o aumento da produgdo de mucina. BCM-7, B-casomorfina-7; MPO,

myeloperoxidase. Adaptado de Kay et al.*.

do espetro autista, devido a falta de evidéncias de
BCM-7 no sangue humano apos a ingestao de leite
ou caseina e a insuficiéncia de informagodes sobre
os niveis de BCM-7 gerados pela digestao do leite.
Contudo, o relatério nao abordou questodes relacio-
nadas com a intolerancia.
Desde entdo, o leite A2 ganhou maior relevancia,
e foram realizados inimeros estudos para melhor
compreender os seus efeitos sobre a satde huma-
na. Kay et al.”?” e Gonzales-Malca et al.* apresen-
tam quadros-resumo de varios ensaios clinicos e
estudos in vivo em animais que procuraram elu-
cidar os efeitos das p-CN Al e A2 em aspetos tao
diversos como:
* intolerancia digestiva;
* alimentacgao e a digestao gastrointestinal do be-
bé;
» fisiologia e sintomatologia gastrointestinal e
comportamento cognitivo de criangas do pré-
-escolar e em adultos (25-68 anos);
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* digestao do leite com diferentes teores de f-CN
por pessoas intolerantes aos lacticinios, entre os
18 e 0s 65 anos de idade);

* desenvolvimento psicomotor;

* autismo e perturbagao como a hiperatividade e
défice de atencao em criangas de 5 a 10 anos;

* doengas cardiovasculares, arteriosclerose, car-
diomiopatias, hipertrofia do miocardio;

» concentracao do colesterol, insulina e glucose no
sangue;

* diabetes tipo 1;

¢ inflamagao pulmonar, entre outras.

Efeitos da BCM-7

sobre a saude humana

Aumento do stress oxidativo

e das reacoes de metilacdo

Estudos demonstraram que a BCM-7 reduz a absor-
caode cisteina em células neuronais e epiteliais gas-
trointestinais humanas, inibindo o transportador
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EAAT3 através de recetores opiaceos®. Esta inibi-
¢ao também foi observada com a morfina e o pep-
tideo gliadinomorfina (GM-7), derivado do glaten. A
cisteina € crucial para a sintese de glutationa (GSH),
um antioxidante intracelular, e o tratamento com
BCM-7 diminuiu os niveis de glutationa (GSH), pro-
movendo o stress oxidativo. Um estudo clinico mos-
trou que o consumo de leite A2 aumenta significa-
tivamente os niveis de GSH em comparacao ao leite
A1/A2%%. Niveis reduzidos de GSH estao associados
a inflamacao, sugerindo que a inibicao da absor¢ao
de cisteina pelo BCM-7 pode contribuir para a in-
flamagao gastrointestinal e sistémica.

O BCM-7 pode exacerbar as reagdes de metilagao, o
que é particularmente importante para o neurode-
senvolvimento®’. Num estudo in vitro, células neu-
ronais humanas expostas ao BCM humano, BCM
bovino e a morfina mostraram uma redugao sig-
nificativa e duradoura no indice de metilacao ape-
nas com BCM bovino e morfina. Além disso, houve
um aumento na metilacao global do ADN na regiao
inicial da transcrigao, associado a uma diminuicao
na transcrigao de varios genes envolvidos nas vias
metabodlicas da antioxidacao e da metilacao. Esses
estudos indicam que o BCM-7 bovino pode modelar
os efeitos epigenéticos ao inibir a absorgao de cis-
teina e modular a metilagao do ADN.

Diabetes

O consumo de B-CN tem implicagOes sistémicas,
incluindo uma possivel relacao com a diabetes ti-
po 1. Esta doenca autoimune, comum entre crian-
¢as, tem uma incidéncia crescente a nivel global,
sugerindo a existéncia de fatores ambientais passi-
veis de espoletar a doenca.

Foram propostos dois mecanismos principais para
explicar a possivel relacao entre o leite Al e a diabe-
tes tipo 1. O primeiro envolve a atividade opioide da
BCM-7, derivada da B-CN Al, que pode desregular
a insulina e afetar o controlo da glicose, além de
diminuir as concentragdes de GSH, contribuindo
para a morte celular via ferroptose. Este efeito po-
de ser parcialmente revertido com um inibidor de
recetores opioides® . O segundo mecanismo suge-
re que a B-CN pode imitar o epitopo do transpor-
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tador de glucose GLUT-2 nas células p*? e, assim,
possivelmente desencadear respostas autoimunes.
Adicionalmente, a fraca expressao de enzimas an-
tioxidantes nas células p também pode aumentar o
risco de diabetes tipo 1.

Doencas cardiovasculares

A doenga cardiaca isquémica (IHD) é a principal
doenca coronaria em humanos, e a relacao entre o
consumo de leite com B-CN Al e a IHD tem sido am-
plamente estudada. Dados da OMS, FAO e estudos
clinicos indicam que o consumo de leite Al é um
fator de risco para IHD. Evidéncias epidemiologicas
associam o consumo de leite com B-CN Al ao de-
senvolvimento de hipercolesterolemia e ateroscle-
rose®*. Em contraste, alguns estudos experimen-
tais sugerem que o p-casomorfina-7 tem um efeito
protetor na cardiomiopatia diabética em roedores,
ao inibir a hiperglicemia e o stress oxidativo®. No
entanto, especula-se que a presenca de BCM-7 na
dieta, combinada com habitos como fumar, beber
alcool e consumir gorduras saturadas, aumenta o
risco de doencas cardiacas.

Doencas neuroldgicas

Certos tipos de proteinas do leite, como a B-CN Al,
estao associados a um maior risco de doencas psi-
quiatricas ou atrasos no desenvolvimento neuro-
cognitivo. Embora o mecanismo exato nao seja cla-
ro, sabe-se que a BCM-7 da B-CN Al interage com
o sistema neurolégico. O BCM-7 humano promove
a neurogénese, enquanto o BCM-7 bovino favorece
a formacao de astrécitos?. Estudos também mos-
tram associagOes significativas entre concentra-
¢Oes mais altas de BCM e doengas como autismo,
esquizofrenia e depressao pos-partol™* 3,

Consideracoes finais

Existem evidéncias da associagao entre variantes
da B-CN do leite com efeitos negativos na satde, as
quais aumentam a medida que vao surgindo novos
estudos, levando a “demonizacao” do leite Al. Efe-
tivamente, os resultados obtidos até agora desta-
cam o papel pré-inflamatoério da p-CN Al e os seus
efeitos nos sistemas gastrointestinal, endocrino,
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neurologico e cardiovascular. Tecnologias como a
fenotipagem de leite cru permitem distinguir en-
tre as variantes Al e A2, sendo possivel avancar
na compreensao do impacto da p-CN como fator
de risco para certas doencas e grupos de risco. O
consumo de leite A2 esta a ganhar mercado, mas
¢ crucial entender os seus efeitos a nivel celular e
a longo prazo, monitorando os seus impactos. Isso
¢ especialmente importante para avaliar os efeitos
cardiovasculares do leite Al, devido aos resultados
contraditérios na literatura atual. Compreender
melhor os efeitos da p-CN A2 pode ajudar a escla-
recer o seu potencial para impactar a microbiota
intestinal, melhorar os sintomas gastrointestinais e
diminuir a predisposicao para distarbios neurolé-
gicos e outros.

Em contraste, os efeitos benéficos das BCM, ba-
seados em experimentagao animal e hipoteses
teoricas, que podem nao ser totalmente aplicaveis
aos humanos, necessitam de ser mais estudados®.
A utilizagao das BCM no transporte de medica-
mentos que visam recetores no cérebro ou sistema
nervoso central, devido a sua capacidade de atra-
vessar a barreira hematoencefalica, ou a sua utili-
zacao em suplementos alimentares para aumentar
a saciedade e ajudar a prevenir a ingestao descon-
trolada de alimentos por pessoas obesas, reduzir
a pressao arterial e induzir o sono em individuos
com insonia causada por stress e ansiedade sao
areas de aplicacao promissoras que precisam de
ser investigadas. ©
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