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RESUMO

A lactase, uma enzima ancorada na superficie dos enterécitos do intestino delgado,
€ responsavel por clivar a lactose em componentes absorviveis pelo intestino, a
glicose e galactose. Esta enzima € essencial em recém-nascidos cuja fonte de
nutricdo exclusiva € o leite. A sua atividade diminui ap6s o desmame na maioria das
pessoas e, portanto, a lactase é expressa nestes individuos em pequena quantidade
durante a vida adulta, condicdo chamada de hipolactasia priméaria ou lactase néo-
persistente. Entretanto, em algumas populacdbes com uma longa histéria de
pastoralismo e ordenha, polimorfismos foram identificados como responsaveis pela
expressdo elevada da lactase na vida adulta, o que caracteriza o fendétipo
persisténcia da lactase. O polimorfimso -13910 C>T, localizado em um gene
adjacente ao gene lactase (LCT), o MCM®6, foi identificado como a causa da
persisténcia da lactase em populacdes europeias. Entretanto, outras mutacdes ja
foram observadas em populacdes africanas e do Oriente Médio, como o -14010
G>C, presente inclusive na Angola, pais de origem de afro-brasileiros. O objetivo
desse estudo foi investigar a frequéncia dos polimorfismos LCT*-13910C>T e LCT*-
14010 G>C nas populagbes menonita e euro-brasileira do sul do Brasil, bem como
analisar associacdo entre a persisténcia da lactase e o habito de ingerir leite e entre
hipolactasia primaria, sintomas de ma-digestdo da lactose e doencas
gastrointestinais na populagdo menonita. Para andlise dos polimorfismos foi
otimizado um método utilizando a técnica PCR-SSP e, para levantamento de dados
na populacdo menonita, foi aplicado um questionario. Incluiu-se 443 individuos das
populacdes euro-brasileira e menonita, um grupo religioso que por muitas décadas
viveu em colbnias e com uma longa histéria de endogamia. Da populacdo euro-
brasileira avaliou-se 292 individuos, 150 (51,4%) do sexo feminino e 142 (48,6%) do
sexo masculino; ja da populacdo menonita, 151 individuos, 78 (51,7%) do sexo
feminino e 73 (48,3%) do sexo masculino. A idade entre os euro-brasileiros variou de
18 a 64, sendo que a média de idade foi de 36, enquanto que entre 0s menonita, de
18 a 89 anos, sendo que a média de idade foi de 43 anos. A frequéncia alélica de -
13910T foi maior na populagdo menonita (0,63) que na euro-brasileira (0,33), sendo
que houve diferenca significativa entre estes dois grupos (p < 0.000001). O habito de
ingerir leite entre os menonitas esta associado a persisténcia da lactase, condi¢ao
apresentada por 88,1% dos individuos de acordo com a presenca do alelo -13910T.
J& os sintomas de ma-digestdo da lactose referidos pelos menonitas poderiam estar
associados a outras doencas gastrointestinais que diminuem a expressdo da
lactase. A frequéncia da persisténcia da lactase de 55% em euro-brasileiros esta de
acordo com outros estudos que investigaram este fenotipo ou o polimorfismo -13910
C>T nesta populacédo. A variante -14010 G>C nao foi observada nestes dois grupos,
porém, sugere-se que seja investigada em futuros estudos com afro-brasileiros. O
polimorfismo -13910 C>T é indicado como marcador para testes genéticos para
hipolactasia primaria na populagdo euro-brasileira, entretanto, mais estudos sao
necessarios para validar este teste entre outros grupos étnicos do Brasil.

Palavras-chave: Persisténcia da lactase, hipolactasia primaria, menonitas, euro-
brasileiros, habito de ingerir leite.



ABSTRACT

Lactase, an enzyme anchored in the surface of bowel enterocytes, is responsible for
the cleavage of lactose in glucose and galactose, which are absorbed by the
intestine. This enzyme is essential for newborns, whose exclusive nutrition is milk. Its
activity declines after weaning in most humans, who, therefore, express just a small
quantity of lactase during adulthood (lactase non-persistence our adult-type
hypolactasia). But, in some populations with a long history of pastoralism and
milking, polymorphisms were identified as responsible for the phenotype lactase
persistence, which means high lactase expression during adulthood. A
polymorphism, -13910 C>T, located in an adjacent gene (MCMB) to the lactase gene
(LCT), was identified as causative for lactase persistence in Europeans. Other
mutations were further identified in other populations, for example the LCT*-14010
G>C within African groups, including groups in Angola, country from where many
African-brazilians are from. The aim of this study was to investigate the frequency of
the LCT*-13910 C>T and LCT*-14010 G>C polymorphisms in the Mennonite and the
Euro-Brazilian populations in southern Brazil; to analyze the association between
lactase persistence and the habit of milk drinking and between primary hypolactasia,
symptoms of lactose intolerance and gastrointestinal diseases in the Mennonite
population. A PCR-SSP based method was optimized for polymorphism analysis and
data were collected from the Mennonites using a questionnaire. We included 443
individuals of the Euro-brazilian and the Mennonites populations. The Mennonites
are a religious group, which lived for decades in colonies and with a long history of
endogamy. We evaluated 292 individuals from the Euro-Brazilian group, including
150 (51.4%) females and 142 (48.6%) males, and 151 individuals from the
Mennonite population, including 78 (51.7%) females and 73 (48.3%) males. The age
between Euro-brazilians ranged between 18 to 64 years and the mean age was 36,
while among the Mennonites the age ranged between 18 to 89 years and the mean
age was 43. The -13910T allele frequency was much higher in the Mennonite
population (0,63) than among the euro-Brazilians (0,33), and the difference between
these two groups was significant (p <0.000001). The milk drinking habit among
Mennonites is associated with lactase persistence, which was present in 88.1% of
the subjects, according to the presence of the -13910T allele. The symptoms
reported by Mennonites after milk ingestion could be associated with other
gastrointestinal diseases which decrease the lactase expression. The frequency of
lactase persistence among Euro-brazilians (55%) is consistent with other studies that
have investigated this phenotype or the -13910 C>T polymorphism in this population.
The -14010 G>C variant was not observed in these two groups, we suggest,
however, to consider this polymorphism in future studies with African-brazilians. The -
13910 C>T polymorphism is indicated as a genetic test marker for adult-type
hypolactasia in Euro-brazilians. More studies are needed though to validate this test
among other ethnic groups in Brazil.

Key-words: Lactase Persistence, adul-type hypolactasia, Mennonites, Euro-
brazilians, milk drinkink habit.
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1 INTRODUCAO

Um componente importante na dieta de muitas pessoas € o leite. Este
alimento rico em calcio, vitaminas e proteinas, pode ser consumido na forma de
bebida, fermentados, derivados ou utilizado no preparo de outros alimentos. Na
infancia, ele é indispensavel para o bom desenvolvimento e crescimento e, mesmo
na vida adulta, tem sido visto como benéfico.

Entretanto, sabe-se hoje que nem todos os individuos digerem bem o leite.
Isto j& foi observado pelos romanos ha muitos anos (INGRAM et al., 2009a). Uma
das razdes pode ser a ma-digestdo da lactose, um importante carboidrato do leite,
que, quando nao clivada e absorvida pelo intestino, passa para o colo, onde é
fermentada por bactérias e resulta na formacdo de gases, entrada de liquido por
osmose e, consequentemente, no surgimento de diversos sintomas, tais como
diarreia, flatuléncia, distens&o e dor abdominal, entre outros (revisdo de MATTAR e
MAZO, 2010).

Apesar do habito de tomar leite na vida adulta ja ser antigo em algumas
populacdes, acredita-se que nao fazia parte da dieta dos individuos no inicio da
humanidade e, sim, que esta pratica foi adotada ha 5.000-10.000 anos por
populacdes no Norte da Europa (TROELSEN, 2005) e por algumas populacdes da
Africa e do Oriente Médio (TISHKOFF et al., 2007).

A lactose é utilizada como fonte de energia pelo organismo apdés a hidrolise,
que ocorre na porc¢ao inicial do intestino delgado. A lactase € a enzima que cliva a
lactose em componentes menores e absorviveis pelo intestino, a glicose e
galactose, e encontra-se ancorada nas bordas em escova dos enterdcitos no
intestino delgado, sendo que a maior concentracao € no jejuno-meédio (SWALLOW,
2003).

Em recém-nascidos, que se alimentam exclusivamente do leite, esta enzima
€ expressa em niveis elevados no intestino. Entretanto, sabe-se atualmente, que a
sua atividade diminui apés o desmame ou infancia em aproximadamente 65% da
populacdo mundial (ITAN et al., 2010) e, portanto, muitos individuos apresentam
baixa atividade da lactase na vida adulta, condicdo chamada de hipolactasia

primaria ou lactase ndo-persistente.



15

Até meio século atrds, europeus ainda acreditavam que a expressao de
niveis elevados da lactase em adultos era uma condicdo normal (AURICCHIO et al.
1963; DAHLQVIST et al. 1963). Entretanto, nos anos subsequentes observou-se que
esta condicdo € comum apenas em algumas populacdes. Variacbes genéticas na
regido intensificadora do gene lactase (LCT) levam a um aumento na transcricao
desse gene, resultando na expressdo elevada da lactase mesmo na vida adulta,
caracterizando o fenoétipo persisténcia da lactase.

Nos ultimos 40 anos, estudos vém sendo realizados para esclarecer este
fendbmeno. Foi observado que a persisténcia da lactase ocorre principalmente em
algumas populacdes com longa histéria de pastoralismo e ordenha (SIMOONS,
1969, 1970; MCCRACKEN, 1971; HOLDEN e MACE, 1997; INGRAM et al., 2009a),
sendo comum no Norte da Europa e em algumas popula¢des africanas e do Oriente
Médio. Um grupo finlandés identificou pela primeira vez um polimorfismo, o -
13910C>T, no gene MCM®6, adjacente ao LCT, completamente associado ao
fendtipo persisténcia da lactase em finlandeses (ENATTAH et al., 2002). Este SNP
(single nucleotide polymorphism), inserido num haplétipo comum na Europa, foi
observado numa regido intensificadora do gene LCT e aumenta a ligacdo de
proteinas nucleares de transcricdo (OLDS e SIBLEY, 2003; LEWINSKY et al., 2005).

A partir desse estudo, véarias popula¢fes fora da Europa foram genotipadas
para este alelo. Em algumas delas, como os indianos, camaroneses e grupos da
Asia Central, foi possivel encontrar uma associacdo entre este polimorfismo e a
persisténcia da lactase (KUCHAY et al., 2011; HEYER et al., 2011; MULCARE et al.,
2004). J& em outras, como grupos da Africa subsaariana, essa associa¢cdo n&o foi
demonstrada, sugerindo-se a existéncia de outros polimorfismos responsaveis por
esta condicdo (MULCARE et al., 2004). Os dados séo ainda insuficientes para
explicar a frequéncia desse fenétipo no Leste e Oeste da Africa e diversas outras
regides do “Velho Mundo” (ITAN et al., 2010).

O Brasil é um 6timo candidato para estudos de polimorfismos associados a
persisténcia da lactase e para estudar a correlacdo entre os genétipos e fenotipos.
Devido a sua multietnicidade e diversidade cultural, € formado por grupos de
caracteristicas unicas. A ancestralidade de brasileiros aponta para um alto nivel de
miscigenacao, que pode ser explicado pela historia do pais (PENA et al., 2011).

Inicialmente habitado por grupos indigenas, também chamados de

amerindios, o Brasil foi invadido pelos portugueses, principalmente homens, no
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século XVI. A partir da metade do século XVI, com o inicio do trafico de escravos da
Africa, diversos grupos de diferentes tribos africanas foram trazidos ao pais. Neste
periodo também houve a invasdo de outros grupos europeus, como os holandeses.
Apos o fim da escravatura, em 1850, houve um incentivo por parte do governo para
a imigracao de europeus, como substituicdo de mao-de-obra, principalmente no Sul
do pais (SEYFERTH, 1985; 1986; SANTOS, 2002).

Pena et al. (2011) observaram que existe um componente africano de 18%
em euro-brasileiros no Sul do Brasil, enquanto que no Norte este componente na
populacdo euro-brasileira é muito superior (54%). A ancestralidade indigena, em
contraste, € menor. A partir desses dados, pode-se entender a heterogeneidade
genética que existe no Brasil e a importancia de estudos genéticos para caracterizar
melhor esta populacao.

Apesar de existirem poucos estudos sobre a distribuicdo do polimorfismo -
13910 C>T na populacdo brasileira, foi observada uma diferenca na frequéncia
desse polimorfismo em diferentes grupos étnicos do pais, sendo que € mais
prevalente em brancos e pardos e ausente em japoneses (MATTAR et al., 2008;
FRIEDRICH et al., 2012b). No Parana, ainda ndo foi realizada nenhuma
investigagdo dessa variante. Os estudos realizados até o0 momento concentram-se
basicamente nos estados de S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Recife e Belém
(BULH@ES et al., 2007; BERNARDES-SILVA et al., 2007; MATTAR et al., 2008;
FRIEDRICH et al., 2012b).

O polimorfismo -14010 G>C, também associado ao fendtipo persisténcia da
lactase em popula¢des africanas (TISHKOFF et al., 2007), ainda nao foi investigado
até o momento no Brasil. Esta variante foi encontrada em dois grupos de lingua
banta na Angola, com frequéncia de 6% na tribo Kuvale (COELHO et al., 2009).
Considerando que no Brasil varios grupos negros sdo descendentes de grupos da
lingua banta (HUNEMEIER et al., 2007) e que o componente africano é de 18% em
euro-brasileiros do sul do Brasil, este polimorfismo torna-se um importante marcador
candidato para investigar a persisténcia da lactase na nossa populagéo.

Outro grupo singular, onde estudos genéticos sdo de interesse, é a
populacdo menonita, que imigrou no inicio do século XX para o Brasil. Por ser um
grupo que viveu durante muitas décadas isolado, com uma longa histéria de
endogamia, torna-se favoravel para estudos genéticos e de populagdo (JAWORSKI
et al., 1988).
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Os menonitas fazem parte de um grupo étnico e religioso que surgiu no
século XVI, durante a Reforma Anabatista, na Holanda e Norte da Alemanha. No
final do século XVIII, devido a perseguicdo e em busca de terras onde poderiam
praticar livremente a sua fé e principios religiosos, imigraram para a Russia. Na
Russia, foram impostas condi¢Bes a eles, como ndo pregar sua fé e nem se casar
com russos. Apos a revolucdo e imposicdo de servico militar nesse pais, partiram no
inicio do século XX para as Américas do Norte, Central e do Sul. A principal
atividade econdémica desse grupo na Europa e na RuUssia foi a agropecuaria, que
continua sendo praticada por alguns grupos no Brasil, como é o caso dos menonitas
que residem na Coldnia Witmarsum, no estado do Parana.

Desde o século XVII houve pouca adicdo ao “pool” genético dos menonitas,
0 que os tornou um grupo geneticamente homogéneo (JAWORSKI et al., 1988).
Estudos com grupos como este, possibilitam uma melhor compreensao do processo
chamado de deriva genética ou, mais especificamente, do efeito fundador. Este
fenbmeno ocorre com grupos que passam por um gargalo de garrafa, isto €, pelo
processo em que poucos individuos sobrevivem a alguma tragédia ou se isolam
devido a situagBes conferidas a eles, e voltam a crescer em condi¢Bes favoraveis,
casando-se entre si (RIDLEY, 2006). Dessa forma adquirem caracteristicas
genéticas diferentes a de seus ancestrais e outros grupos.

Devido a historia dos menonitas ter favorecido a acao da deriva genética,
esta populacdo apresenta diferencas importantes na distribuicdo de frequéncias
alélicas, quando comparada a outros grupos de ascendéncia europeia (BOLDT et
al., 2009). O fato de que os mesmos tem uma longa tradicdo pastoril também nos
levou a sugerir que a persisténcia da lactase seja mais frequente nesta populacéo
gue nos euro-brasileiros, em geral.

Para investigar esta hipétese, analisamos a distribuicdo dos polimorfismos
LCT*13910 C>T, comum em europeus, e LCT*-14010 G>C, encontrado em
africanos de origem banta, nas populacées menonita e euro-brasileira do Sul do

Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a frequéncia dos polimorfismos LCT*-13910 C>T e LCT*-14010
G>C, associados a persisténcia da lactase, nas populagcdes menonita e euro-

brasileira do Sul do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Otimizar o teste genético de triagem para hipolactasia primaria;

2. Comparar as frequéncias dos polimorfismos e alelos comuns dos locos LCT*-
13910 e LCT*-14010 entre as populacdes menonita e euro-brasileira;

3. Estimar as frequéncias dos fendtipos persisténcia da lactase e hipolactasia
priméria nestas duas populacées;

4. Analisar associacdo entre o habito de ingerir leite e a persisténcia da lactase
na populacdo menonita;

5. Analisar associagao entre hipolactasia primaria e sintomas de ma-digestao da
lactose na populagdo menonita;

6. Analisar associacdo entre doencas associadas a hipolactasia secundaria e

sintomas de ma-digestao da lactose na populacdo menonita.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 INTRODUCAO A PERSISTENCIA DA LACTASE

O leite € a fonte exclusiva de nutricdo dos mamiferos recém-nascidos até o
momento do desmame que, nos seres humanos, ocorre nos primeiros anos de vida.
Nesta fase da vida, a enzima lactase (uma B-galactosidase também chamada de
lactase-phlorizin hidrolase) é fundamental para clivar a lactose, o principal
carboidrato do leite, em componentes menores, a glicose e galactose, que, entao,
sdo absorvidos pelo intestino e utilizados como importante fonte de energia para o
organismo. Dessa forma, a atividade da lactase é alta e vital durante a infancia na
maioria dos mamiferos, incluindo os humanos (SWALLOW, 2003).

A lactase é uma grande glicoproteina, ancorada com a sua extremidade C-
terminal na membrana da superficie em escova dos enterécitos no intestino delgado
e com uma parte voltada para o limen do intestino (FIGURA 1). E expressa no
intestino delgado, sendo que o0s niveis sdo mais elevados no jejuno-médio
(SWALLOW, 2003). Possui dois lados ativos, que podem catalisar a hidrélise de
uma variedade de glucosideos, incluindo a florizina e glucosideos flavonoides
(NEMETH et al., 2003), além da lactose. O gene que codifica a lactase € o LCT (ou
gene lactase) e esta localizado no cromossomo 2921 (HARVEY et al., 1993). E de
aproximadamente 50 kb e contem 17 exons (BOLL, WAGNER e MANTEI, 1991).

A atividade e expresséo da lactase diminuem apdés o desmame na maioria
dos humanos. A idade em que ocorre o declinio dessa enzima pode variar de acordo
com a populacdo (SIMOONS, 1980; THOMAS et al.,, 1990; WANG et al., 1998;
WITTENBERG e MOOSA, 1990). Na Finlandia observaram que o declinio é
completo na adolescéncia (RASINPERA et al., 2004), enquanto que na india ja aos
8 anos (KUCHAY et al., 2011). O declinio da atividade e expressao da lactase é
geneticamente programado e resulta em baixos niveis dessa enzima na idade
adulta, sendo chamado de hipolactasia primaria do tipo adulto, ou lactase néo
persistente. Devido a baixa expressao da lactase no intestino delgado, individuos

apresentam uma capacidade diminuida de hidrolisar o leite e a lactose ndo é bem
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absorvida pelo intestino, levando a ma-digestdo ou ma-absor¢ao da lactose
(FIGURA 2).

A hipolactasia pode ocorrer também devido a doencas que diminuem a
expressdo da lactase, como enterites infecciosas, doenca inflamatéria intestinal
(especialmente doenca de Crohn), enterites induzidas por drogas ou radiacao
(MATTAR e MAZO, 2010), giardiase (RANA et al., 2005), doenca celiaca (OJETTI et
al., 2005), doenca diverticular do colon (TURSI et al., 2006) e anemia (WEST e
OATES, 2005). Quando ndo € geneticamente programada, é chamada de
hipolactasia secundaria.

A persisténcia da lactase, ao contrario da hipolactasia priméaria, caracteriza-
se por altos niveis de lactase no intestino delgado na vida adulta. E o fenétipo mais
frequente em populacdes onde leite fresco é um elemento importante na dieta dos
adultos, como no Norte da Europa e algumas tribos ndémades pastoris da Africa e do
Oriente Médio (SWALLOW, 2003). Este fenétipo pode ser determinado diretamente
pela analise da lactase em biopsias do intestino delgado ou indiretamente pelo teste

de tolerancia a lactose.

Galatose / Lactose
Lactase

/

Glicose

Microvilo \

FIGURA 1 — ENZIMA LACTASE ANCORADA NA MEMBRANA DA SUPERFICIE EM ESCOVA DOS
ENTEROCITOS DO INTESTINO DELGADO.

(Em individuos lactase persistentes, a enzima lactase-phlorizin hidrolase hidrolisa eficientemente a
lactose em galactose (Gal) e glicose (Glu), que séo rapidamente absorvidos para dentro da circulacéo
sanguinea levando agua do lumen consigo. A hidrélise ocorre tipicamente no jejuno, onde tem baixa
concentracao de bactérias e pouca lactose é fermentada).

FONTE: LOMER et al., (2008).
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3.2 INTOLERANCIA A LACTOSE

Quando a lactose nao é absorvida pelo intestino delgado, passa para o colon
(FIGURA 2). No co6lon é convertida pelas bactérias da microbiota em acidos graxos,
gas carbbnico e gas hidrogénio, produzindo acetato, butirato e propionato. Os &cidos
graxos sdo absorvidos pela mucosa colénica e os gases, expirados pelo pulmao
(MATTAR e MAZO, 2010). A fermentacdo da lactose aumenta o transito intestinal e
a pressao intracolénica, podendo ocasionar dor e distensdo abdominal (HE et al.,
2006). A acidificacdo do conteudo colénico e aumento da carga osmatica no ileo e
cbélon causa grande secrecdo de eletrdlitos e fluidos, resultando em fezes
amolecidas e diarreia (CHRISTOPHER e BAYLESS, 1971, revisdo de LOMER et al.,
2008; revisdo de MATTAR e MAZO, 2010).

H, + CO, = CH,
B-galactosidase
<:>Gal
D‘I‘D — O Fermentagéo\
Glu

_ . CH3-CH(OH)-COO-
Microbiota

Butirato, Propionato e Acetato

FIGURA 2 - FERMENTACAO DA LACTOSE PELAS BACTERIAS NO COLON E NO ILEO.

(Em individuos com hipolactasia primaria, a lactose ndo absorvida passa pelo célon e tem alta
capacidade osmotica para aumentar a concentracdo de agua e eletrdlitos no limen. A lactose é
hidrolisada em galactose (Gal) e glicose (Glu) pela B-galactosidase bacteriana presente em bactérias
acido lacticas. Estes monossacarideos estdo, entdo, disponiveis para fermentagdo bacteriana pela
microbiota do ileo e cdlon, resultando em &cidos graxos e nos subprodutos hidrogénio e diéxido de
carbono).

FONTE: LOMER et al., (2008).

Devido a hipolactasia primaria ou secundaria, individuos podem desenvolver
a intolerancia a lactose. Esta doenca se caracteriza pelo surgimento de sintomas

abdominais (causados pela ma-absorcdo da lactose), como dor abdominal,
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distenséo, flatuléncia, diarreia, borborigmos e, particularmente nos jovens, vomitos.
Apesar da diarreia cronica, estes individuos geralmente ndo perdem peso. Podem
apresentar constipacdo, devido a motilidade gastrintestinal diminuida (revisdo de
LOMER et al., 2008; revisdo de MATTAR e MAZO, 2010).

Alguns autores sugerem que sintomas sistémicos também podem ocorrer,
como dores de cabeca e vertigens, perda de concentracdo, dificuldade de memaria
em curto prazo, dores musculares e articulares, cansaco intenso, alergias diversas,
arritmia cardiaca, Ulceras orais, dor de garganta e aumento da frequéncia de mic¢ao
(TREUDLER et al., 2002; MATTHEWS e CAMPBELL, 2000a, 2000b; MATTHEWS et
al., 2005).

Geralmente a intolerancia a lactose se manifesta apds a infancia, a medida
gue ocorre a diminuicdo da atividade da lactase. Entretanto, uma doenca rara € a
intolerdncia a lactose congénita. Esta € uma condicdo extremamente grave, que
ocorre quando a enzima lactase estd ausente ou é truncada. E uma doenca
hereditaria, autossdmica recessiva, associada a mutacdes no gene LCT. Quando
descoberta precocemente é tratada com uma dieta restritiva de lactose (revisdo de
MATTAR e MAZO, 2010).

Um método de diagnéstico muito usado para intolerancia a lactose é o teste
para tolerancia a lactose, que pode ser realizado de trés formas: curva glicémica,
teste respiratério do hidrogénio expirado (FLATZ, KUNAUH e NAFTALI, 1984) ou
concentracdo urinaria de galactose. Normalmente € feito da seguinte forma: ingere-
se uma quantidade de lactose (50 g) apdés uma noite em jejum e, entéo, a glicose do
sangue (WEIJERS et al., 1961) ou o hidrogénio expirado (FERNADES et al. 1978;
ROBB e DAVIDSON, 1981) sédo avaliados. A linha de base € obtida a partir da
avaliacdo da concentracao de glicose no sangue e/ou do hidrogénio expirado antes
da ingestdo da lactose e, entdo, € avaliada em intervalos apdés a ingestdo. A
digestdo da lactose é determinada pelo aumento da glicose sanguinea, devido a
absorcdo da glicose pelos vasos apés a hidrélise da lactose, ou quando ndo ha
aumento significativo do hidrogénio expirado. Ja a ma-digestao da lactose pode ser
determinada quando ndo ha um aumento da glicose sanguinea, porém, do
hidrogénio respiratorio, que ocorre devido a fermentacéo da lactose pelas bactérias
da flora intestinal.

Estes métodos informam mais a respeito da habilidade de digerir a lactose e

nao da expressdo da lactase per se e precisam ser usados pontos de corte, de
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forma arbitraria, para distinguir os dois fendtipos. Por isso, podem ocorrer falsos
negativos ou falsos positivos (INGRAM et al., 2009a). Outro método que pode ser
usado para distinguir ma-absorvedores de absorvedores é a analise da atividade da
lactase em biopsias coletadas da segunda porcdo do duodeno. Apesar de ser um
método confiavel, é invasivo e ndo prético para estudos populacionais (MULCARE,
2006; INGRAM et al., 2009a). Um método que esta sendo incorporado por alguns
laboratorios e que serda abordado mais adiante € o teste genético baseado na
andlise do marcador LCT*-13910 C>T.

O tratamento da intolerancia a lactose pode ser feito com dieta restritiva de
lactose. Estudos mostram que a dose maxima tolerdvel de lactose sem outros
nutrientes por individuos intolerantes € 12 g (sem ou poucos sintomas), ou 15 a 18g
com outros nutrientes; acima de 18 g, sintomas de intolerancia aparecem
(SHAUKAT et al. 2010).

Outra forma eficaz de tratar esta doenca é com suplemento de lactase
(terapia de reposicdo com lactase exdgena - +p-galactosidase). Além disso, é
aconselhavel o consumo de leite com baixo teor de lactose (pré-incubado com
lactose ja hidrolisada). Outros meios ja estudados, porém pouco eficazes, é a
ingesta de pro-bidticos ou tratamento com antibidtico (Rifaximin), que apresenta
evidéncias ainda insuficientes (SHAUKAT et al. 2010).

3.3 DISTRIBUICAO MUNDIAL DA PERSISTENCIA DA LACTASE

Diversos estudos populacionais relataram diferengcas entre grupos em
relacdo a digestdo da lactose. A distribuicho da persisténcia da lactase nos
continentes europeu, africano e asiatico € altamente variavel (FIGURA 3) e os dados
genéticos sdo insuficientes para entendé-la (ITAN et al., 2010). A maior frequéncia
desse fendtipo é observada no Noroeste da Europa, especialmente na Suécia e
Dinamarca, com declinio que vai aumentando para o sul e leste da Europa
(SWALLOW, 2003; INGRAM et al., 2009a). Na india, a distribuicio desse fenétipo é
semelhante, sendo que a sua frequéncia € mais elevada no Noroeste que no
restante do pais, e, geralmente, mais baixa ao Leste (SWALLOW e HOLLOX, 2000;
INGRAM et al., 2009a).
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Ja na Africa, a persisténcia da lactase n&o varia necessariamente de acordo
com a regido, pois € elevada em algumas tribos pastoris ndmades e baixa em
grupos vizinhos sem tradicdo pastoril (BAYOUMI et al., 1981, 1982). Entre o grupo
Tuaregue, um grupo pastoril nébmade tradicional que vive na regido central do Saara,
87,2% dos individuos foram digestores e 12,7% ma-digestores da lactose, hum total
de 118 sujeitos (FLATZ et al., 1986). De forma semelhante num estudo com 43
grupos étnicos da Tanzania, do Quénia e Sudao, que falam linguas pertencentes as
quatro maiores familias de linguas da Africa (Afro-asiaticos, Nilo-saariana, Niger-
kordofania e Khoisana), a frequéncia mais elevada da persisténcia da lactase foi
encontrada na populacdo pastoril afro-asiatica Beja do Sudao (88%) e a mais baixa
no grupo cacador-coletor Sandawe de lingua khoisana da Tanzénia (26%)
(TISHKOFF et al., 2007). Assim como na Africa, a distribuicdo da persisténcia da
lactase também varia entre grupos pastoris e ndo pastoris no Oriente Médio, sendo
que é elevada entre os beduinos e baixa entre as populagées vizinhas (COOK e AL-
TORKI, 1975; DISSANYAKE et al. 1990; SNOOK et al. 1976).
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FIGURA 3 — MAPA COM INTERPOLACAO DAS FREQUENCIAS FENOTIPICAS DA PERSISTENCIA
DA LACTASE NO VELHO MUNDO, DE ACORDO COM DADOS DA LITERATURA.

(Os pontos representam os locais de coleta. As cores e 0s numeros mostram as frequéncias do
fenétipo persisténcia da lactase, estimados por interpolacao de superficie).

FONTE: ITAN et al., 2010.
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Heyer et al. (2011), utilizando o teste de tolerancia a lactose, perceberam
pouca diferenca na frequéncia do fendtipo persisténcia da lactase entre populagfes
de tradicdo némade pastoril e agricultores da Asia Central. Este traco atinge uma
frequéncia entre 25% a 32% na populacdo Kasakh de tradicdo pastoril, consistente
com um estudo realizado por Wang et al. (1984), que encontrou 23,6% de individuos
com persisténcia da lactase entre os Kasakh do Noroeste da China e 12,1% entre 0s
mongois no interior da Mongolia, baseado no teste respiratorio.

A hipolactasia primaria, por outro lado, é predominante em populacdes
nativas da Australia, Américas e do Pacifico, Leste e Sudeste da Asia e na Africa
tropical e, até mesmo em alguns grupos que tem o leite como parte da sua dieta,
como os Mongois, os Hereros, Nuer e os Dinka (revisado por SWALLOW e
HOLLOX, 2000; SWALLOW, 2003).

3.4 BASES MOLECULARES DA PERSISTENCIA DA LACTASE

Em 1973, Sahi et al. relataram fortes evidéncias de que a ma-absorcao da
lactose € controlada por um gene autossomo recessivo. Os autores observaram em
algumas familias que pais poderiam apresentar uma absorcdo normal da lactose e
ter, pelo menos, um filho com méa-absorcdo. Anos mais tarde, através de um estudo
enzimatico com autopsias do intestino de britanicos adultos, foi possivel distinguir
heterozigotos de homozigotos em relacéo a expressédo da enzima lactase e sugeriu-
se trés gendtipos: homozigotos para a persisténcia da lactase (PP) com atividade
mais alta da lactase, heterozigotos (Pp) com nivel intermediario de lactase e
homozigotos para lactase nao-persistente (pp) com baixa atividade da lactase (HO
et al., 1982; FLATZ, 1984). A atividade intermediaria da lactase em heterozigotos
indica que apenas uma copia do gene da lactase esta sendo totalmente expressa
(INGRAM et al., 2009a).

Logo, a persisténcia da lactase € um traco genético hereditario semi-
dominante. Ho et al. (1982) sugeriu que este fendtipo seria controlado por um
elemento polimorfico atuando em cis no gene LCT, o que foi confirmado
posteriormente em outros estudos (WANG et al.,, 1995, 1998; OLDS e SIBLEY,
2003).
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Através do sequenciamento do gene LCT e de sua regido promotora,
diversos polimorfismos foram descritos. Entretanto, nenhum mostrou associagio
completa com a persisténcia da lactase em europeus (BOLL et al., 1991; LLOYD et
al., 1992). Ainda assim, acreditava-se que um polimorfismo nesta regido bem
conservada afetava a ligacdo de proteinas ao DNA (HOLLOX et al., 1999). A analise
de polimorfismos no gene LCT e estudos de associacdo revelaram quatro
haplétipos, designados de A, B, C e U, comuns na maioria das populacdes testadas
(HARVEY et al., 1998; HOLLOX et al., 1999, 2001; POULTER et al., 2003). Entre
europeus, apenas estes quatro haplotipos foram observados, ja em populagbes
africanas e amerindias do Brasil, h4 uma diversidade haplotipica muito maior
(HOLLOX et al., 2001; FRIEDRICH et al., 2012a).

O haplétipo designado de ‘A’, associado a persisténcia da lactase (HARVEY
et al., 1998), tem uma frequéncia muito mais elevada no Norte da Europa
comparado a outras regides. Foi sugerido que isto poderia ser resultado da acéo
combinada da deriva genética e uma forte selecdo positiva para a persisténcia da
lactase em norte-europeus apos a introducdo do pastoralismo ha aproximadamente
9000 anos nesta regidao (HOLLOX et al., 2001).

Foi apenas em 2002, que Enattah et al. identificaram a primeira variante com
associacdo completa ao fendtipo persisténcia da lactase, a LCT*-13910 C>T, em
finlandeses. Este polimorfismo esta localizado 13.9 kb acima do sitio de inicio de
transcricdo do gene LCT, no intron 13 de um gene adjacente, o MCM6 (FIGURAS 4
e 5). No mesmo estudo identificaram também outra variante associada a este
fendtipo, embora ndo completamente, a LCT*-22018 G>A.

Olds e Sibley (2003) observaram, in vitro, que a variante -13910T resulta em
uma ativacdo aumentada do promotor, comparada a variante -13910C, o que é
consistente com o mecanismo funcional da persisténcia da lactase. Percebeu-se
uma interacdo diferenciada da regido ao redor de -13910 C>T com proteinas
nucleares. Ainda Lewinsky et al. (2005) relataram que um fator nuclear, o Oct-1,
reconhece a variante -13910T mais fortemente do que a variante -13910C,
estimulando a atividade do promotor da lactase in vitro (FIGURA 5). Ja a variante -
22018 G>A resultou em um aumento minimo da expressao do gene LCT e, portanto,
acredita-se que esta ndo é a causadora da persisténcia da lactase (OLDS e SIBLEY,
2003).
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FIGURA 4 — REPRESENTACAO DIAGRAMATICA DOS GENES MCM6 E LCT.

(Localizacdo dos SNPs associados a persisténcia da lactase no intron 13 do gene MCM6 (flecha).
Localizacdo dos SNPs no gene LCT e os 4 principais haplétipos descritos por Hollox et al. (2001). Os
exons dos genes MCM6 e LCT estdo representados por retdngulos. Os circulos abertos indicam
alelos ancestrais e os preenchidos, alelos derivados).

FONTE: INGRAM et al., 2009a
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-13833 GCATTCCACGAGGATAGGTCACTGEETAT TAACCGAGCTARAAGGEGAGTACTACGAAAGCGCATTCAAGCGTCCCATCTTCCCTTCARCCAAAGCAGCCC

-13733 TGCTTTTTCCTAGTTTTATTAATAGCTITGATGTAAGGTCGTCTITGARR -13684

FIGURA 5 - INTRON 13 DO GENE MCM6, COM AS POSICOES DOS SNPS E AS SEQUENCIAS
RECONHECIDAS POR FATORES DE TRANSCRICAO (retangulos tracejados).
FONTE: INGRAM et al., 2009a

Estudos posteriores indicaram o polimorfismo -13910 C>T como um bom
marcador para testes genéticos da hipolactasia primaria (RASINPERA et al., 2004;
POHL et al., 2010; MATTAR et al., 2008; BERNARDES-SILVA et al., 2007;
SCHIRRU et al., 2007). Porém, a hipétese de que este seria 0 polimorfismo causal
da persisténcia da lactase, foi contestada por Mulcare et al. (2004) em um estudo
com populacdes africanas. Apesar dessa variante de ter sido encontrada com baixa
frequéncia (<14%) em algumas populacdes do oeste da Africa, como nas tribos
Fulani e Hausa dos Camardes, observaram que a frequéncia de -13910T néao
explica o fenotipo persisténcia da lactase em populagdes subsaarianas da Africa
(MULCARE et al., 2004; COELHO et al., 2005). Outro estudo também demonstrou
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gue a baixa frequéncia de -13910T e do haplotipo A ndo esclarece a frequéncia
elevada desse fenotipo em grupos que ingerem leite no Leste da Africa e no Oriente
Médio (INGRAM et al., 2007).

Posteriormente, alguns pesquisadores (TISHKOFF et al., 2007; INGRAM et
al., 2007; IMTIAZ et al., 2007; ENATTAH et al., 2008) identificaram novas variantes
alélicas associadas a persisténcia da lactase (FIGURA 4 e TABELA 1) em africanos
e no Oriente Médio, sendo que as principais sdo -14010 G>C, -13915 T>G e -13907
C>G. Acredita-se que devido a diferentes eventos mutacionais, a persisténcia da
lactase evoluiu independentemente na maioria das popula¢cdes africanas (MYLES et
al., 2005; MULCARE et al., 2004; COELHO et al., 2005). Da mesma forma como o
polimorfismo -13910T se liga mais fortemente ao fator nuclear Oct-1, observou-se
que as variantes -13915G e -13907G também interagem com esta proteina,
aumentando a atividade do promotor da lactase (OLDS, AHN e SIBLEY, 2011), fato
nao observado num estudo anterior (INGRAM et al., 2007).

Os polimorfismos identificados até o momento aparecem em diferentes
haplétipos. A variante -13910T, como ja mencionado, foi encontrada no haplétipo A
e também no B, enquanto que a variante comum -13910C est4 presente em todos
os haplétipos. O alelo -13915G foi encontrado no haplétipo C na tribo Jaali e, em
alguns individuos (10/131), em haplétipos ndo-C (E, K e outros raros). Ja os alelos -
13907G e -13913C, apesar de raros nas populacdes genotipadas, aparentemente

estdo associados aos haplétipos A e B, respectivamente (TABELA 1).



TABELA 1 - CARACTERIZAGAO DOS SNPS ASSOCIADOS A PERSISTENCIA DA LACTASE
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Substituicio Haplétipo Localizacao geografica da
Posicdo do SNP dos & Cédigo do Banco de Evidéncia de Evidéncia de funcio no gene frequéncia mais elevada
(LCT) . Dados SNP associagdo com PL ¢ LCT
nucleotideos
-14010 G>C N&o incluso Tishkoff et al. (2007) Tishkoff et al. (2007) B Quenia / Tanzania
Ingram et al. (2007 . C Ardbia Saudita
-13915 T>G rs41380347 Tighkoff ot al.((200;), Tishkoff et al. (2007)
Imtiaz et al. (2007) Enattah et al. (2008)
Troelsen et al. (2003) A Europa
-13910 C>T rs4988235 Enattah et al. (2002) Olds e Sibley (2003)
Lewinsky et al. (2005)
-13907 C>G 1s41525747 Tishkoff et al. (2007) Tishkoff et al. (2007) A Etiopia / Sudéo

Ingram et al. (2008)

Enattah et al. (2008)

FONTE: INGRAM et al., 2009a.
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3.5 ORIGEM HISTORICA E EVOLUCAO DA PERSISTENCIA DA LACTASE

Populacfes com tradicdo de ordenha e habito de beber leite possuem maior
capacidade de digerir o leite em relacdo aos grupos nao-pastoris, onde a intolerancia
a lactose é mais frequente (SIMOONS, 1970; MCCRACKEN, 1971).

A hipolactasia primaria € uma condicdo normal, apresentada por
aproximadamente 65% da populacdo mundial (ITAN et al., 2009). Varios autores
sugerem que este era de fato o estado ancestral e normal dos seres humanos
(SWALLOW, 2003). Porém, quando a atividade da ordenha foi inserida num grupo
no Norte da Europa e adultos passaram a tomar leite, houve uma adaptacdo do ser
humano a esta condicdo. Os poucos que eram digestores de leite, ao contrario da
maioria que ndo era, e, portanto, capazes de aproveitar melhor todos os
componentes do leite, provavelmente apresentavam menor risco de morte em
relacdo aos ma-digestores. Isto se tornou um fator de selecdo e aumentou a
frequéncia do gene da persisténcia da lactase durante milhares de anos entre as
populacdes que consumiam leite (MCCRACKEN, 1971; SAHI et al., 1973).

Segundo Holden e Mace (1998), trés teorias foram propostas para
esclarecer a origem da persisténcia da lactase. A primeira, proposta
independentemente por Simoons (1969, 1970) e McCracken (1971), é a cultural-
histdrica, que explica a coevolugcdo desse fenétipo com o pastoralismo. A segunda
hipétese, defendida por Flatz e Rotthauwe (1973), sugere que em lugares de maior
latitude e menos radiacdo solar, as pessoas apresentam maior risco de deficiéncia
de vitamina D, o que diminui a absorcdo do calcio, enfraguecendo o0s 0ssos e
aumentando o risco para raquitismo. A lactose poderia promover, assim como a
vitamina D, a absorcao de célcio e, portanto, individuos lactase persistentes teriam
uma vantagem seletiva maior. A terceira indica que em populagcdes de regides aridas
da Africa, onde a frequéncia da persisténcia da lactase é elevada, o leite dos
camelos poderia ter sido uma fonte de agua para as pessoas, favorecendo os
digestores de leite. Além disso, a diarreia e deplecdo de dgua em individuos lactose
intolerantes poderia ter sido um fator de selecdo desfavoravel para estes. Esta

hipotese foi proposta por Cook e Al-Torki (1975).
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Estas duas ultimas hipoteses, entretanto, foram contestadas por Holden e
Mace (1997), que ndo encontraram evidéncias de que a persisténcia da lactase teria
sido favorecida pela latitude. Por meio de um estudo etnografico, encontraram,
entretanto, evidéncias que suportam a primeira hipétese, confirmando que a
capacidade de digerir o leite e o pastoralismo coevoluiram ao longo da histéria
(HOLDEN e MACE, 1997). Pelo fato de a selecao ter favorecido aqueles que
ingeriam leite, este € um bom exemplo de coevolu¢do gene-cultura (FELDMAN e
CAVALLI-SFORZA, 1989; DURHAM, 1991).

J& nos tempos romanos foi notado que existiam diferencas individuais na
habilidade de digerir leite por pessoas adultas (INGRAM et al., 2009a). Entretanto,
até a segunda metade do século XX, a variacdo na expressao da lactase ainda nao
havia sido fundamentada como um traco geneticamente determinado. Ao contrério,
descendentes europeus acreditavam que a expressédo de niveis elevados de lactase
em adultos era um estado incidente ‘normal’ (AURICCHIO et al., 1963; DAHLQVIST
et al., 1963).

Entretanto, acredita-se hoje que a persisténcia da lactase é um traco
genético que surgiu aproximadamente 5.000-10.000 anos atras com a domesticacao
de vacas na Europa (HARVEY et al., 1995; TROELSEN, 2005). De acordo com um
modelo de simulacdo sobre a origem, inferiu-se que a coevolugdo persisténcia da
lactase/ordenha iniciou ha ~7.500 anos numa regido entre a Europa Central e o
Norte dos Balcas, provavelmente em associacdo com a cultura Linearbandkeramik.
E plausivel conectar a origem geogréfica e a distribuicdo da persisténcia da lactase
ao aumento da necessidade da economia baseada na ordenha de gado durante o VI
Milénio a.C. (ITAN et al., 2009).

Na Africa, evidencias arqueoldgicas sugerem que a domesticacdo de gado
no Egito surgiu ha ~7.700-9.000 anos e, no Oriente Médio, ha ~7.000-8.000 anos
(GIFFORD-GONZALEZ, 2005), sendo que a época mais recente para o surgimento
do alelo -14010C em populac¢@es africanas foi de ~2.700-6.800 anos atras (95%. IC
~1.200-23.000) (TISHKOFF et al., 2007).

A frequéncia elevada dos alelos -13910T, -22018A e -14010C e seus
haplotipos extensos e altamente conservados, indicam uma selecdo positiva recente
(BERSAGLIERI et al., 2004; INGRAM et al., 2007; TISHKOFF et al., 2007), onde os
alelos ao redor de uma variante juntamente com esta, aumentam rapidamente suas

frequéncias. Observou-se que as variantes -13910C e -22018G representam alelos
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ancestrais e que, pelo fato de estarem inseridos num haplotipo extenso e muito
comum em norte-europeus, o gene LCT esta localizado numa regido com elevado
desequilibrio de ligacdo, jA que nao houve dissociacdo alélica na regido por
recombinacdo (POULTER et al., 2003; INGRAM et al., 2009a; revisédo de SABETI et
al., 2006). A variacdo de microssatélites ligados ao polimorfismo -13910 C>T e
analise do DNA de antigos agricultores europeus (BURGER et al., 2007), além de
uma simulacdo posterior do modelo de origem e evolucdo da persisténcia da
lactase, confirmaram a hipétese da evolucdo e origem recente desse alelo (ITAN et
al., 2010).

Enattah et al. (2007) sugerem que a distribuicdo global de -13910T sustenta
a ideia de que este alelo se originou em caucasianos. Apds analisar 37 popula¢cées
da Eurasia, identificaram esta variante em diferentes haplétipos, havendo dois
altamente divergentes. Também notaram que a origem do alelo -13910T no
haplétipo mais comum (ha ~5.000-12.000 anos) € mais antiga que outros alelos
encontrados em regides geograficamente restritas (~1.400-3.000 anos). Dessa
forma, estes pesquisadores acreditam que o alelo -13910T foi introduzido
independentemente mais de uma vez e que os alelos da persisténcia da lactase em
seres humanos resultam de evolucéo convergente (ENATTAH et al., 2007). Na india
a origem do alelo -13910T parece ser a mesma deste alelo na Europa, devido a sua
associacdo com o mesmo haplotipo, com extensdo >1 Mb (GALLEGO ROMERO et
al., 2012).

3.6 DISTRIBUICAO MUNDIAL DOS POLIMORFISMOS ASSOCIADOS A
PERSISTENCIA DA LACTASE

Na Europa, a distribuicdo da frequéncia do primeiro polimorfismo encontrado
fortemente associado a persisténcia da lactase, o -13910T, esta de acordo com a
distribuicdo do fendtipo (INGRAM et al., 2009a). Na india, onde a distribuicdo da
persisténcia da lactase é similar ao observado na Europa, este polimorfismo
corresponde a praticamente toda a variacdo genética encontrada na regido que

regula o gene LCT, sendo que além deste, sete outros SNPs foram encontrados
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(alguns j& descritos), entretanto, com frequéncias bem menores (GALLEGO
ROMERO et al., 2012).

Em paises fora da Europa, estudos confirmaram uma forte associacao entre
o alelo -13910T e a persisténcia da lactase, avaliada através do teste de tolerancia a
lactose, em populacbes descendentes de norte-europeus (BERNARDES-SILVA et
al., 2007; HOGENAUER et al., 2005; KERBER et al., 2007; POULTER et al., 2003).
Na Asia Central, o -13910T também foi encontrado como o responsavel pela
persisténcia da lactase nas populacfes Tajiko-Uzbek e Kazakh. O sequenciamento
da regiao -14133 a -139556 revelou nenhum outro polimorfismo em associa¢cdo com
este fendtipo, exceto um individuo com o alelo -14010C. Neste estudo com
individuos da Asia, houve apenas uma pequena diferenca na frequéncia da
persisténcia da lactase entre populacdes pastoris e agricultores, ao contrario do
observado em populag@es africanas e do Oriente Médio. Fatores responsaveis por
este fendmeno poderiam ser o cruzamento de rotas e transmissao cultural e a
provavel tradicdo da ingestdo de produtos fermentados, ao invés de leite fresco,

reduzindo dessa forma a pressao seletiva (HEYER et al., 2001).
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FIGURA 6 — FREQUENCIA FENOTIPICA DA PERSISTENCIA DA LACTASE PREVISTA NO VELHO
MUNDO BASEADA NA FREQUENCIA DO ALELO -13910 C>T.

(A previsdo da frequéncia da PL assume o equilibrio e dominio de Hardy-Weinberg. As estrelas
representam os locais de coleta. As cores mostram a frequéncia da persisténcia da lactase prevista
por interpolacdo de superficie).

FONTE: ITAN et al., 2010.
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FIGURA 7 — FREQUENCIA FENOTIPICA DA PERSISTENCIA DA LACTASE PREVISTA NO VELHO
MUNDO BASEADA NA FREQUENCIA DOS ALELOS -13910 C>T, -14010 G>C, -13915 T>G E -
13907 C>G, ASSOCIADOS A ESTE FENOTIPO.
(A previsdo da frequéncia da PL assume o equilibrio e dominio de Hardy-Weinberg. As cruzes
representam os locais de coleta onde os 4 alelos conhecidos associados a persisténcia da lactase
foram genotipados e os diamantes representam os locais de coleta onde apenas dados do alelo -
13910 C>T sao disponiveis. As cores mostram a frequéncia da persisténcia da lactase prevista por
interpolacao de superficie).
FONTE: ITAN et al., 2010.

TABELA 2 — FREQUENCIA DO ALELO -14010C EM ALGUMAS POPULACOES AFRICANAS.

Populacdo Pais -14010C (%) Referéncia
Afro-asiatico Tanzéania 46% Tishkoff et al. (2007)
Afro-asiatico Quénia 18% Tishkoff et al. (2007)
Nilo-saariana Tanzania 39% Tishkoff et al. (2007)
Nilo-saariana Quénia 32% Tishkoff et al. (2007)
Sandawe Tanzania 13% Tishkoff et al. (2007)
Kuvale Angola 6% Coelho et al. (2009)
Nyaneka-Nkhumbi Angola 3% Coelho et al. (2009)
Ovimbundu Angola 1% Coelho et al. (2009)
Somali Etiopia 3% Ingram et al. (2009b)

FONTE: O autor (2012).
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Na Africa, apesar desse alelo também ter sido identificado em algumas
populacdes com frequéncia elevada na tribo Fulani (0,39 no Camarédo e 0,48 no
Sudéao), a variabilidade de polimorfismos € maior, bem como a distribuicdo dos
alelos (INGRAM et al., 2007). O alelo -14010C foi encontrado em diferentes grupos

com frequéncias variadas (TABELA 2).

TABELA 3 - FREQUENCIA DO ALELO -13910T EM ALGUMAS POPULAGCOES.

Pais Populagéo N -13910T :_eq. Referéncia

Alemanha Alemaes 60 0,56 0,80 Mulcare (2006)
Finlandia Finlandeses 1876 0,58 0,82 Enattah et al. (2008)
Franca Bascos 170 0,66 0,88 Enattah et al. (2008)
Franca Franceses 58 0,43 0,68 Bersaglieri et al. (2004)
Grécia Gregos 100 0,09 0,17 Anagnostou et al. (2009)
Hungria Hungaros 110 0,62 0,86 Nagy et al. (2009)

Italia Centro-norte 206 0,13 0,24 Bersaglieri et al. (2004)
Italia Nordeste 219 0,24 0,42 Anagnostou et al. (2009)
Italia Sul 200 0,05 0,10 Enattah et al. (2008)
Italia Sardenhos 56 0,07 0,14 Bersaglieri et al. (2004)
Reino Unido | Ingleses 64 0,73 0,93 Mulcare (2006)

Reino Unido :\rllgrrzga do 65 0,95 1,00 Mulcare (2006)

Russia Diversas 46 0,13 0,24 Enattah et al. (2008)
Suécia Suecos 784 0,74 0,93 Almon et al. (2007)
Ucrénia Ucranianos 92 0,22 0,39 Mulcare (2006)

FONTE: ITAN et al., 2010
PL - Persisténcia da lactase
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Ja o alelo -13915G foi encontrado com frequéncia elevada no grupo beduino
do Oriente Médio (48%) (INGRAM et al., 2009b), assim como em diferentes regides
da Arabia Saudita, com frequéncias que variam entre 52 e 65% (IMTIAZ et al.,
2007), concordando com resultados encontrados por Enattah et al. (2008), que
estimaram a frequéncia em 57% nos &rabes. Sugere-se, portanto, que este alelo,
também frequente no Leste africano e raro no Oeste, originou no Oriente Médio e foi
introduzido em outras regifes nos ultimos 1.400 anos devido a expansdo arabe
(INGRAM et al., 2007). Na Africa, Tiskoff et al. (2007) observou a frequéncia dos
alelos -13907G e -13915G nas populacdes afro-asiaticas de Beja, 21% e 12%,
respectivamente, e nas populacdes afro-asiaticos do Quénia, 5% e 9%,
respectivamente.

A variante -13907G néo foi detectada no Oriente Médio, porém sua
frequéncia € ampla no Sudéao e Etiopia, com frequéncia mais elevada no grupo Afar
da Etidpia, o que indica que a origem desse alelo é diferente de -13915G (INGRAM
et al., 2007). Outro alelo identificado, o -13913C, é raro e foi encontrado com
frequéncia mais elevada no grupo Fulani (INGRAM et al., 2007).

A frequéncia do polimorfismo -13910 C>T em alguns paises europeus pode
ser visualizada na (TABELA 3). J& a distribuicdo desse polimorfismo e das variantes
-14010 G>C, -13915 T>G e -13907 C>G estdo representadas nas (FIGURAS 6 e 7).

3.7 PERSISTENCIA DA LACTASE NO BRASIL

A populacdo brasileira € multiétnica, isto €, formada por descendentes
europeus, amerindios e africanos. A hipolactasia primaria € comum no Brasil
(TRONCON et al., 1981; SEVA-PEREIRA e BEIGUELMAN, 1982) e ocorre em
60,8% da populacdo (ESCOBOZA et al., 2004), o que pode ser consequéncia da
miscigenacdo que ocorreu entre estas trés racas (TRONCON et al., 1981,
SIMOONS, 1978).

Escoboza et al. (2004) analisaram a atividade da lactase em biopsias do
duodeno por meio de imunoistoquimica e observaram alta frequéncia da hipolactasia
primaria em afrodescendentes (91%), similar ao encontrado na costa Leste da Africa

de onde a maioria dos africanos-americanos originaram (KRETCHMER, 1971, citado
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por ESCOBOZA et al., 2004). J4 em euro-brasileiros, a frequéncia da hipolactasia
primaria foi menor (53,2%) (ESCOBOZA et al.,, 2004), o que corresponde ao
encontrado em outros euro-descendentes com alto nivel de miscigenacao
(SIMOONS, 1978).

Estudos mais antigos ja procuraram descrever a absor¢cdo da lactose nos
principais grupos étnicos do Brasil, baseando-se no teste de tolerancia a lactose de
hidrogénio expirado. Apesar dos pequenos tamanhos amostrais, 0s resultados para
nao-brancos foram semelhantes em dois estudos. Em um estudo, a frequéncia da
ma-absorcdo da lactose foi de 85% em afro- e 100% em japoneses-brasileiros
(SEVA-PEREIRA e BEIGUELMAN, 1982) e no outro, de 97,45% em n&o brancos,
considerando aqueles de descendéncia ndo europeia (TRONCON et al., 1981). Ja
em euro-brasileiros, os resultados variaram entre 45% a 68,75% (SEVA-PEREIRA e
BEIQUELMEN, 1982; TRONCON et al., 1981).

Resultados semelhantes foram encontrados por Mattar et al. (2009), que
analisaram a frequéncia do polimorfismo -13910 C>T em diferentes grupos étnicos
brasileiros. Os autores observaram que 57% dos euro-brasileiros apresentam o
genatipo -13910 C/C (hipolactasia primaria), sendo que a frequéncia desse genotipo
€ mais elevada em afro-brasileiros (80%) e japoneses-brasileiros (100%) (TABELA
4).

O polimorfismo -13910 C>T também foi investigado por Friedrich et al.
(2012b) em diferentes grupos do Brasil. Os genoétipos marcadores para persisténcia
da lactase (-13910 C/T e -13910 T/T) foram mais frequentes entre os euro-brasileiros
do Sul do pais (51,4%) e menos frequentes entre os afro-brasileiros da mesma
regiao (32%) e entre os grupos miscigenados do Nordeste (36,6%) e Norte (31%) do
Brasil.

Testes genéticos para hipolactasia primaria com os marcadores -13910 C>T
e -22018 G>A ja vem sendo realizados em paises europeus e, em estudos
realizados com brasileiros, percebeu-se que devido a alta concordancia entre estes
polimorfismos e o teste para tolerancia a lactose, também podem ser indicados para
diagndstico da hipolactasia primaria no Brasil (MATTAR et al., 2008; BULHOES et
al., 2007; BERNARDES-SILVA et al., 2007). Deve-se, porém, considerar que pode
haver diferencas na associacdo dessas variantes com a expressao da lactase em

diferentes grupos raciais. Em japoneses-brasileiros, por exemplo, o -22018 G>A é
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um melhor indicador para a hipolactasia primaria que o -13910 C>T (MATTAR et al.,
2010).

Friedrich et al. (2012a) realizaram o primeiro estudo para investigar a
diversidade de polimorfismos no gene LCT em amerindios do Brasil, incluindo quatro
populacdes: Guarani-Kaiowa, Guarani-Nandeva, Kaingang e Xavante. Observaram
que este gene € altamente polimorfico neste grupo étnico, mostrando 15 haplotipos
diferentes com distribuicdo heterogénea entre 0s quatro grupos investigados,
provavelmente devido a deriva genética. A Unica mutacdo que encontraram
associada a persisténcia da lactase na regiao intensificadora de 214kb foi a -13910
C>T, que variou entre 0,5% em Xavantes para 7,6% em Guarani-Nandeva. Os
autores acreditam que estas frequéncias podem, provavelmente, derivar de
europeus e estar relacionadas com propor¢cdes de miscigenacdo com nao-nativos.
Entretanto, pode se tratar também de uma muta¢do de novo na tribo Xavante por,

virtualmente, ndo haver miscigenacao nesta populacdo (FRIEDRICH et al., 2012a).

TABELA 4 — DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS E DA HIPOLACTASIA/PERSISTENCIA DA
LACTASE ENTRE DIFERENTES GRUPOS ETNICOS DO BRASIL (N / %).

Genotipo Euro-brasileiros Pardos Afro- Japoneses- Total
descendentes brasileiros

-13910 C/C 226 (56,6) 37 (56,9) 40 (80) 53 (100) 356 (62,8)

-13910 C/T 149 (37,3) 26 (40,0) 8 (16) 183 (32,3)

-13910 T/T 24 (6,0) 2(3,1) 24 28 (4,9)

Persisténcia da | 173 (43,4) 28 (43,1) 10 (20) Nenhum 211 (37,2)

lactase (C/T ou T/T)

Total 399 (100) 65 (100) 50 (100) 53 (100) 567 (100)

FONTE: Mattar et al., (2009)

Ainda nédo existem estudos com o polimorfismo -14010 G>C em brasileiros,

sendo este o primeiro. Pode tratar-se de um marcador genético importante para
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persisténcia da lactase em afro-brasileiro, uma vez que foi observado em grupos que
residem nas regides de origem de muitos deles.

Os estudos mencionados até o momento foram realizados no Sudeste e Sul
do Brasil. Ainda outros seriam necessarios para avaliar a frequéncia fenotipica e
genotipica da persisténcia da lactase em outras regides para, dessa forma,
entendermos melhor a sua distribuicdo em todo o pais.

3.8 TESTE GENETICO PARA HIPOLACTASIA PRIMARIA

Para o diagnéstico da intolerancia a lactose, um método amplamente
utilizado é o teste para tolerancia a lactose, através da curva glicémica ou do teste
respiratorio do hidrogénio expirado, por ndo ser invasivo e informar a respeito da
absorcdo da lactose pelo intestino. Desvantagens desses métodos sdo os erros do
tipo 1 e 2 que podem ocorrer devido a variabilidade na quantidade de lactose
tolerada de individuo para individuo e a producao de hidrogénio pelas bactérias da
flora que pode ser menor em alguns individuos, além de n&o informar a respeito da
expressdo da lactase. Outra desvantagem € o desconforto que o paciente pode
sentir por causa da ingestado de alta quantidade de lactose (50 g). A avaliacado da
atividade e expressdo da lactase em bidpsias da segunda porcdo do duodeno é
outro método que pode auxiliar no diagnostico.

J& o teste genético € um método mais recente que pode informar a respeito
da expressdo da enzima lactase. Diversas técnicas tém sido utilizadas e descritas
para analisar os diversos polimorfismos associados a persisténcia da lactase
(TABELA 5). O primeiro polimorfismo encontrado em associacdo a este traco
genético, o -13910 C>T, ja foi testado em varios paises como marcador para
hipolactasia priméaria.

Os resultados dos testes genéticos sdo comparados por muitos
pesquisadores com o teste tradicional de tolerancia a lactose, principalmente o teste
respiratorio do hidrogénio expirado. Em uma populacdo mediterranea da Sardenha,
observou-se que todos os individuos com fenoétipo de mal absorvedores, tiveram o
gendtipo -13910 C/C (SCHIRRU et al., 2007). E possivel visualizar ainda outros

resultados encontrados em diferentes populagdes na (TABELA 6).
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Com a validacdo do marcador -13910 C>T, o teste genético ja vem sendo
incorporado como exame de rotina em laboratérios (MATTAR e MAZO, 2010). Na
Finlandia, a tipagem desse marcador ja é oferecida para diagnostico da hipolactasia
primaria, cuja especificidade é de 100% em finlandeses com idade superior a 12
anos. E faciimente realizado e adequado tanto para propositos diagndsticos a nivel
individual como para triagem em estudos populacionais (RASINPERA et al., 2004).
No Brasil, este teste ja foi implementado na rotina laboratorial do Hospital das
Clinicas da FMUSP (MATTAR e MAZO, 2010).

Além disso, o teste genético pode complementar o teste respiratorio do
hidrogénio expirado, aperfeicoando o diagnéstico de hipolactasia primaria, além de
identificar individuos que produzem pouco hidrogénio e, dessa forma, diminuir
resultados falso-negativos. Este teste também pode auxiliar no diagndstico de
individuos que apresentam valores incertos no teste respiratorio e para diagndéstico
de causas secundarias em individuos portadores da variante -13910T que
apresentam um resultado positivo para o teste respiratério (SCHIRRU et al. 2007).

Pelo fato da idade na qual o declinio da lactase se torna completo variar em
diferentes populacdes, e, dessa forma, nem todas as criangas com hipolactasia
primaria expressarem baixos niveis de lactase, o teste genético deve ser utilizado
com cautela nesta faixa etaria. Apesar de ajudar a excluir a hipolactasia primaria
como causa de sintomas abdominais em criancas, pode, por outro lado, ter um efeito
indesejavel na orientacao dietética quando ndo ha sintomas de intolerancia a lactose
e/ou quando a atividade da lactase ainda é alta (RASINPERA et al., 2004). De
acordo com Di Stefano et al. (2009), quando ainda néo ocorreu o declinio da lactase,
0 gendtipo -13910 C/C pode levar a um diagnéstico erréneo.

Como ja mencionado anteriormente, no Brasil, as variantes alélicas -13910
C>T e -22018 G>A foram sugeridas como marcadores para o teste genético da
hipolactasia priméaria. Bulhdes et al. (2007) realizaram um estudo em Porto Alegre,
incluindo individuos que toleram bem o leite e outros que apresentam sintomas de
intolerdncia apds sua ingestdo. Todos os participantes fizeram o teste respiratorio e
0 teste genético para estes dois polimorfismos. Houve uma concordancia
significativa entre a presenca dessas variantes e o teste respiratorio negativo, sem
ma-absorcéo da lactose (kappa=-0,9; P<0,001). Entretanto, o grupo amostral dessa
pesquisa foi pequeno (n=20) e, portanto, os resultados devem ser corroborados com

outros estudos com maior numero de individuos.



41

TABELA 5 — TECNICAS UTILIZADAS PARA ANALISE DE POLIMORFISMOS NO GENE MCM6
ASSOCIADOS A PERSISTENCIA DA LACTASE

Método

Referéncias

PCR-RFLP

PCR em tempo real

PCR

hibridizac&o por fluorescéncia

em tempo real

Sequenciamento

Sequenciamento direto

produtos de PCR

PCR-SSO

RT-PCR

polymerase chain reaction)

(Reverse

Tetra ARMS PCR

Minisequencing PCR

Mass-spectometry-based

Array (Sequenom)

com

de

transcription

Mass

POULTER et al., 2003; MULCARE et al., 2004; BABU et al.,
2010; BERNARDES-SILVA et al, 2007; BULHOES et al., 2007;
MATTAR et al., 2007, 2008, 2010; CHAO e SIBLEY, 2004;
FRIEDRICH et al., 2012; HEYER et al., 2011; KUCHAY et al,,
2011

BODLAJ et al., 2006

POHL et al., 2010; HABERKORN et al., 2011; SZILAGYI et al.,
2007

INGRAM et al., 2007, 2009; FRIEDRICH et al.,
GALLEGO ROMERO et al., 2012; TISHKOFF et al., 2007

2012;

POULTER et al., 2003

KERBER et al., 2007; TAG et al., 2008

KUCHAY et al., 2011

POULTER et al., 2003

RASINPERA et al., 2004

BERSAGLIERI et al., 2004; TISHKOFF et al., 2007

FONTE: O autor (2012)

O estudo de Bernardes-Silva et al. (2007) foi direcionado para pacientes com

sindrome do intestino irritdvel, onde houve uma forte relacdo entre as variantes -

13910 C>T e -22018 G>A com maior excrecao de hidrogénio expirado e presenca

de sintomas intestinais mais intensos apos ingestao de lactose. Portanto, os autores
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concluiram que o teste genético em pacientes com esta sindrome tem alta
sensibilidade e especificidade.

Além do Brasil, este polimorfismo também é indicado em outros paises fora
da Europa, como na india (GALLEGO ROMERO et al., 2011; KUCHAY et al., 2011),
em populacdes da Asia Central (HEYER et al., 2011) e em camaroneses (MULCARE
et al., 2004).

TABELA 6 — ESPECIFICIDADE E/OU SENSIBILIDADE DO POLIMORFISMO -13910 C>T COMO

MARCADOR PARA TESTE GENETICO EM DIFERENTES POPULAGCOES.

Populacdo Método* Idade Esg:giéici— Sednasc;te)ili- Referéncia
Alemaes Respiratério 96% 91,4% Bining et al. (2005)
Austriacos Respiratério 99% 95% Hogenauer et al. (2005)
Brasil Respiratério  >18 83% 100% Bernardes-Silva et al. (2007)
Finlandeses Biopsia ilozu 100% 93,3% Rasinpera et al. (2004)

India Bi6psia i8°“ 100% 97,2% Kuchay et al. (2011)
Sardenha Respiratorio 95,8% 100% Schirru et al. (2007)
Suica Respiratorio 95% 97% Pohl et al. (2007)

FONTE: O autor (2012)
* Método usado para comparar com o teste genético
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Apesar de -13910 C>T ser um bom marcador para testes genéticos, foi
sugerido que ainda é prematuro aplicar este teste de maneira sistematica em todas
as populacdes (SWALLOW, 2006; MULCARE et al.,, 2004), uma vez que este
polimorfismo ndo € o causador da persisténcia da lactase em algumas populacdes
africanas e do Oriente Médio com alta frequéncia desse fendtipo (MULCARE et al.,
2004), onde este papel € desempenhado por outros polimorfismos, como o -13915
T/G, -13907 C/G e -14010 G>C (TISHKOFF et al., 2007; INGRAM et al., 2007;
ENATTAH et al., 2008). Portanto, o marcador -13910C>T deve ser usado com
cautela para diagnostico da hipolactasia primaria fora da Europa (MULCARE et al.
2004).

Para o diagnostico da intolerancia a lactose, deve-se considerar que a
expressdo insuficiente da lactase para a digestdo da lactose pode ser causada
também por doencas gastrointestinais pré-existentes, estado que caracteriza a
hipolactasia secundaria. Portanto, outros testes devem ser ponderados para elucidar
a causa dos sintomas e complementar o teste genético.

Uma das vantagens do teste genético é que pode auxiliar na decisdo de um
tratamento mais adequado para o paciente. Quando é excluida a possibilidade da
hipolactasia primaria, pode tratar-se de uma condigao reversivel e apds o tratamento
da doenca associada, a expressao da lactase podera voltar ao normal. Quando o
teste genético indica que a causa da intolerancia a lactose € a hipolactasia primaria,
recomenda-se que 0 paciente evite a ingestdo de leite e seus derivados
temporariamente até remissdo dos sintomas (MATTAR e MAZO, 2010) e, entdo,
uma reintroducdo gradual de acordo com o limiar tolerado por cada paciente
(SHAUKAT et al., 2010).

3.9 CARACTERIZACAO DA POPULACAO EURO-BRASILEIRA

A populagédo brasileira € um reflexo dos acontecimentos historicos que
ocorreram desde o descobrimento do Brasil. Uma caracteristica importante desse
povo € o grau de miscigenacao, que difere de regido para regido. Entre os principais
grupos étnicos do Brasil estdo os: (1) amerindios de diferentes troncos linguisticos e

tribos; os (2) europeus, em especial os portugueses que chegaram no inicio do
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século XVI; e os (3) africanos de diferentes tribos das ex-colénias portuguesas na
Africa, que chegaram desde a metade do século XVI através do trafico escravo.

Quando os primeiros portugueses chegaram ao Brasil, se depararam com
um povo que ja habitava o extenso territério brasileiro: os indios. Com o inicio do
trafico escravo até a sua abolicdo, em 1850, houve uma relocacdo forcada de
aproximadamente 4 milhdes de africanos ao Brasil (IBGE, 2000).

A principio, a populacdo brasileira foi formada por homens portugueses e
mulheres amerindias nativas e escravas africanas (PENA et al. 2011). A razédo para
isso € a vinda de poucas mulheres portuguesas ao Brasil durante o periodo de 1500
até 1808, ano em que a coroa portuguesa fugiu da invasdo napolebnica e foi
relocada no Rio de Janeiro (PRADO, 1981).

No mesmo periodo em que ocorreu a abolicdo da escravatura, 0 governo
iniciou uma campanha para estimular a imigragdo de europeus para o Brasil,
fendbmeno chamado de “branqueamento do Brasil” (SEYFERTH, 1985; 1986;
SANTOS, 2002). No periodo de aproximadamente 100 anos (1872-1975), o Brasil
recebeu 5.435.735 de imigrantes da Europa e Oriente Médio, que, em percentagens
foram 34% italianos, 29% portugueses, 14% espanhais, 5% japoneses, 4% alemaes,
2% libaneses e sirios e 12% outros (IBGE, 2000).

Com base nesses dados historicos, é possivel entender a diversidade na
ancestralidade dos brasileiros. Pena et al. (2011), ao analisarem a ancestralidade
genética de individuos de diferentes regides do Brasil, observaram que a proporcéo
africana em brancos (ou euro-brasileiros) foi de 12,7% no Sul, 30,3% no Nordeste,
18,9% no Sudeste e 10,9% no Norte do pais. J& a ancestralidade europeia neste
mesmo grupo variou de 85,5% no Rio Grande do Sul, 86,1% no Rio de Janeiro e
66,8% na Bahia.

Entre os euro-paranaenses, o grau de miscigenacdo com individuos de
ascendéncia africana (da regido subsaariana) esta em torno de 2,5 a 14% e é menor
com amerindios, de 3,1 a 7% (BRAUN-PRADO et al. 2000, PROBST et al. 2000).
Frequéncias haplotipicas dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) neste grupo
evidenciaram semelhancas com as encontradas em populacdes ibéricas e
mediterraneas, confirmando a importancia da ancestralidade europeia nessa regiao.
A contribuicdo amerindia € menor, o que reflete a elevada taxa de mortalidade
amerindia pés-colombiana em conjunto com a lenta ocupacdo europeia no Parana
(PROBST et al. 2000).
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Da mesma forma, os afro-brasileiros receberam contribuicdo europeia e
amerindia & sua diversidade genémica. A ancestralidade europeia variou de 29,3%
em Santa Catarina para 53,9% na Bahia neste grupo étnico (PENA et al. 2011). No
Parana, o componente europeu esta em torno de 15,5 a 24,8% e o amerindio de 6 a
1,2% nos afrodescendentes. J& nos miscigenados, o componente europeu é de 44,3
a 57,2% e o amerindio é de 13,7 a 4,1% (PROBST et al., 2000; BRAUN-PRADO et
al., 2000). Valores semelhantes foram encontrados em outras populacdes no Sul do
Brasil, porém, no Norte e Nordeste brasileiro, esses valores sdo menores
(SCHNEIDER e SALZANO, 1979; FRANCO, WEIMER e SALZANO, 1982).

Considerando que o componente africano é presente em euro-brasileiros no
Sul do Brasil, torna-se importante analisar polimorfismos encontrados em povos
africanos também neste grupo e ponderar os locais de origem dos afrodescendentes
do Brasil.

Inicialmente, os escravos eram provindos do Golfo da Guiné, incluindo Guiné
Bissau e llhas Cabo Verde, e, por volta de 1730, passaram a ser trazidos do Congo,
Zaire e Angola, de onde originou a maior parte dos escravos trazidos ao Brasil
(KLEIN, 2002). Grande parte dessas regioes é habitada por pessoas do ramo bantu,
do subfilo linguistico Niger-Congo, além de outras pessoas de culturas bem distintas
(GREENBERG, 1963; RUHLEN, 1987, citados por HUNEMEIER et al., 2007). A
partir do século XIX, escravos foram também trazidos da costa oriental africana,
regido que atualmente engloba Mocambique e paises vizinhos (SCHNEIDER et al.
1979).

3.10 CARACTERIZACAO DA POPULACAO MENONITA

Menonitas € o nome dado a pessoas que fazem parte de um grupo religioso
pacifista, que surgiu no século XVI, durante o Movimento Anabatista na Europa.
Foram assim chamados pelo nome do padre holandés, Menno Simons, que fundou
a Igreja Menonita. Nesta época também outros grupos anabatistas surgiram e foram
chamados segundo seu lider, como os huteritas (Jacob Huter) e os amish (Jacob

Amman). Estes trés grupos diferem entre si, 0 que é justificado pelas perseguicdes,
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migracOes e a fissdo dos grupos (CRAWFORD, 2000; citado por MELTON et al.,
2006).

O movimento anabatista, que comecou em 1525 na Suica, teve a sua
origem na conviccdo, de um grupo de estudiosos, da necessidade do batismo adulto
pela fé, do pacifismo e da disposi¢do de viver segundo a Biblia, a palavra de Deus
(GEISER et al. 1931, PENNER et al. 1984).

Os menonitas se dividem em dois grupos ancestrais: 0s holandeses alemaes
e 0s suicos alemaes. Atualmente, com algumas excecdes, os holandeses aleméaes
encontram-se no Oeste do Canada, na América Latina e ao longo da América do
Sul. J& os suicos alemdes habitam a regido de Kitchener-Waterloo em Ontario,
Canada, e no estado da Pensilvania, EUA. As pessoas desses dois grupos
dificilmente casam-se entre si, devido a separacao geografica e diferencas religiosas
(CHARAMES et al., 2008).

Em busca por terras onde poderiam seguir e praticar sua fé, os menonitas,
como também os huteritas e amish, passaram por migracdes em massa e isolaram-
se em colbnias rurais. Inicialmente encontraram reflgio na Europa, como na
Alemanha (ap6s a fundacdo da Igreja Menonita, o grupo holandés migrou para o
Oeste da Prussia, regidao que hoje faz parte do Norte da Alemanha e da Polénia),
Franca e Galicia (parte polonesa do antigo Império Austro-Hungaro). A partir de
1683, alguns imigraram para os Estados Unidos e, nos anos 1788 e 1803, outros
imigraram para a Ucrania, onde fundaram comunidades agricolas (ORTON et al.,
2008; PENNER et al. 1984). Na Ucrania, foi garantido a eles o asilo religioso e
exclusdo de servico militar com a condicdo de que ndo pregassem sua fé e se
casassem apenas entre si. Um grupo de 400 familias iniciou a Col6nia de Chortizta,
e outras 750 familias fundaram uma col6nia junto ao Rio Molotchna (JAWORSKI et
al., 1988).

Entre 1874 e 1880, houve uma primeira onda de imigracao para a Ameérica
do Norte, por causa da introducao do servigo militar universal na Russia (JAWORSKI
et al., 1988; PENNER et al. 1984). Porém, foi concedido a eles a opcéo de servico
florestal ao invés do militar, e, consequentemente, as colbnias-mae Chortitza e
Molotschna persistiram e se multiplicaram em colbnias-filhas por outras regides da
Ucrania, Criméia, Caucaso, Montes Urais, Sibéria e Turquistdo. No inicio do século
XX, a revolugao russa, a primeira Guerra Mundial seguida da Guerra Civil, anarquia,

fome, perseguicdo religiosa e peste, obrigaram o0s menonitas a deixar
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definitivamente o seu segundo lar, imigrando para o Canada (1922-1925), Brasil
(1929) e Paraguai (1930-1937) (PENNER et al. 1984).

A imigracdo em massa era motivada por situacdes politicas, econémicas e
sociais, pois 0s menonitas sempre emigravam em busca de lugares onde pudessem
seguir sua doutrina religiosa em liberdade. Além da necessidade de viver em
comunidades por principios religiosos, eram motivados por um forte sentimento de
fraternidade e pela importancia que davam a lingua e cultura alema e a vida social
em geral (KLASSEN, 1998).

Na América do Sul, especialmente no Paraguai, 0s menonitas de
descendéncia holandesa-alema fundaram numerosas colonias (RATZLAFF, 1989).
No Brasil, um grupo formado por 200 familias (1200 pessoas) imigrou primeiramente
para Santa Catariana (PAULS JUNIOR, 1976). Em seguida se espalharam por
diversos lugares, como Curitiba, Lapa, Clevelandia e Colénia Witmarsum no Parana,
Colonia Nova no Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Bahia, Mato Grosso e Amazonas
(KLASSEN, 1998). A Colbnia Witmarsum, situada no municipio de Palmeira, foi
fundada em 1959 com 74 familias, num total de 455 pessoas (PAULS JUNIOR
1976). As colbnias maes em Santa Catarina foram extintas (KLASSEN, 1998).

A principal atividade econdmica dos menonitas € a agropecuaria, praticada
com sucesso desde o século XVI e o sustentdculo do sistema cooperativista
colonial, ao lado da igreja e escola (QUIRING, 1964; HARD, 1975; NICKEL e
KLIEWER, 1991). Quando se tratava de ideais cooperativistas e anabatistas, nem
sempre foi facil manter a harmonia entre os menonitas, e, por esta razdo, muitas
vezes ocorriam divisdes na sociedade e o surgimento de novas col6nias (KLASSEN,
1995).

Com poucas excecbes, 0os menonitas holandeses aleméaes, desde a
formacao do grupo, seguiram rigorosamente a sua fé e praticaram a endogamia, que
se intensificou enquanto estavam na RUssia e eram separados do restante da
populacdo (EPP, 1974; citado por ORTON et al.,, 2008). As genealogias dessas
familias sdo extensas e a maioria deles consegue tracar a linha dos ancestrais até
os imigrantes da Europa (ORTON et al., 2008).

Os menonitas constituem-se num interessante grupo populacional devido a
sua homogeneidade genética. Jaworski et al. (1988) sugerem que este grupo é
especialmente adequada para estudos genéticos e epidemioldgicos por ser bem

definido, com agregacao de doencas e genealogias extensas e exatas, limitagdes
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para se mobilizarem para outros lugares (por terem grandes familias) e numerosos
casos de consanguinidade e descendentes homozigotos, reforcados pelo efeito
fundador observado nesta populacéo (JAWORSKI et al., 1988).

Um estudo realizado por Boldt et al. (2009) mostrou um efeito fundador na
populacdo menonita do Brasil. Os autores pesquisaram a frequéncia do alelo D32
no gene CCRS5 (receptor 5 de  quimiocinas) em diferentes populacdes do Brasil, e
observaram uma frequéncia mais alta desse alelo entre euro-brasileiros menonitas
(14.2%) que entre euro-brasileiros ndo-menonitas (9,3%).

Os menonitas representam um importante foco de estudos para a
identificacdo de genes e doencas associadas, fato que pode ser de grande
relevancia para a populacdo em geral. O desenvolvimento de futuras pesquisas
deve construir o fundamento para um servico de genética clinica para esta
comunidade Unica (ORTON et al. 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESCRICAO DA PESQUISA

Esta € uma pesquisa quantitativa, descritiva, observacional e transversal.
Observamos a frequéncia dos polimorfismos LCT*13910 C>T e LCT*-14010 G>C
em duas populagdes: menonita e euro-brasileira. Além disso, coletamos e
analisamos dados relacionados ao habito de ingerir leite, sintomas apds ingestdo de

leite e outras doencas gastrointestinais na populacdo menonita.

4.2 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

O projeto desse estudo foi analisado pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas — UFPR e aprovado no dia 14 de outubro de 2010. CAAE: 0127.0.208.000-
10. Registro CEP: 2224.118/2010-05.

4.3 CASUISTICA

Neste estudo incluimos 443 individuos, dos quais 151 sdo da populacéo
menonita e 292 da euro-brasileira do Sul do Brasil. Foi coletado sangue periférico
para analise molecular das variantes genéticas LCT*-13910C>T e LCT*-14010G>C
e distribuido um questionario (APENDICE) para 110 participantes da populacéo

menonita.

4.3.1 Menonitas
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A inclusdo dos participantes menonitas ocorreu principalmente na Colonia
Witmarsum, onde residem aproximadamente 1.500 menonitas. Os moradores
proprietarios de Witmarsum foram convidados por meio de uma carta, enviada a
todos pelo correio, para a coleta de sangue realizada na propria colénia, sendo que
foi explicado a eles o motivo da coleta. Incluimos neste estudo todos que
compareceram no dia e que corresponderam aos critérios de inclusao.

A coleta foi realizada apés preenchimento de um questionario e assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (APENDICE). Entre os 151
menonitas, 78 (51,7%) foram do sexo feminino e 73 (48,3%) do sexo masculino. A
idade variou de 18 a 89 anos, sendo que a média de idade foi de 43 anos.

Apesar da mesma origem de todos os participantes, atualmente, 126
(83,5%) residem na Coldnia Witmarsum, 18 em Curitiba, 2 no Canada (a mae ainda
nasceu no Sul do Brasil) e 5 em outras cidades (Blumenau, Sao Paulo, Salvador e
Anapolis). A principal atividade econémica da Coldnia Witmarsum € a agropecuaria.

As familias sdo extensas e os moradores valorizam a vida em comunidade.

4.3.2 Euro-brasileiros

Os individuos desse grupo foram, em sua grande maioria, doadores de
sangue do Hospital de Clinicas — HC/UFPR e do banco de sangue Hemepar, ambos
localizados na cidade de Curitiba. A classificacéo étnica foi feita de acordo com a cor
da pele e/ou autoclassificacdo dos participantes.

No HC/UFPR, foi realizada uma coleta de sangue entre funcionarios e
pesquisadores. Na Hemepar, doadores de sangue foram convidados a participar do
estudo. ApoOs assinaram o TCLE e doarem sangue, os funcionarios da instituicao
separaram amostras de sangue para a nossa equipe.

Entre os 292 euro-brasileiros, 150 (51,4%) foram do sexo feminino e 142
(48,6%) do sexo masculino. A idade dos individuos variou de 18 a 64, sendo que a
média de idade foi de 36.
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4.4 METODOS

4.4.1 Coleta de Material

4.4.1.1 Coleta de Sangue

Foram coletados 10 ml de sangue periférico: 5 ml em tubos contendo EDTA
e 5 ml em tubos sem anticoagulante. As amostras foram levadas ao Laboratério de
Imunopatologia Molecular do Hospital de Clinicas - UFPR para posterior separacao
do anel de leucécitos, do soro e do plasma. O anel de leucdcitos foi utilizado para
extragdo de DNA, enquanto que o soro e plasma formam armazenados num

congelador com temperatura de -70°C.

4.4.1.2 Coleta de Dados

Um total de 110 individuos responderam a um questionario distribuido aos
participantes da populacdo menonita (APENDICE). Foram realizadas perguntas
referentes a ingestéo de leite, sintomas caracteristicos da intolerancia a lactose, tais
como diarreia, flatuléncia, vémito, distensédo e dor abdominal apds ingestédo de leite;
e se o individuo apresenta intolerancia a lactose ou outras doengas gastrointestinais
que podem diminuir a expressédo da lactase. Os resultados desse questionario foram
analisados e comparados aos resultados do teste genético, com base em calculos

estatisticos.

4.4.2 Extragcédo de DNA
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O DNA foi extraido utilizando-se DNAzol (Invitrogen) ou o kit Wizard
Genomic da Promega (Madison, WI - USA), seguindo as instru¢bes de uso, com
adaptacdes para aumentar a concentracdo e qualidade do DNA. Foi utilizada a
proteinase K para aumentar a eficiéncia da extracao.

A extracado de DNA compreendeu o processo de lise celular, precipitagao de
proteinas, lise nuclear e ressuspensdo do DNA. Apds a extracdo, o DNA foi
hidratado e armazenado em congelador a temperatura de -20°C, pronto para uso.
Foi realizada a quantificacdo e analise da pureza do DNA utilizando o NanoDrop
(Thermo Scientific).

Todas as determinacfes laboratoriais ocorreram no Laboratorio de

Imunopatologia do Hospital de Clinicas, UFPR.

4.4.3 Técnica de PCR-SSP

Apos a extracdo do DNA, foi realizada a PCR-SSP (Reacdo em Cadeia da
Polimerase com iniciadores de sequéncia especifica) para amplificar fragmentos
especificos de 140 pb para as variantes LCT*-13910 C>T e LCT*14010 G>C,
visualizaveis apo6s eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com Sybrsafe
(Invitrogen), sob luz azul. Os fragmentos amplificados foram fotografados e
analisados com auxilio de um computador.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica utilizada para
amplificar curtos segmentos do genoma. Para isso, é necessario conhecer a
sequéncia franqueadora da regido que se deseja amplificar. A técnica oferece uma
aproximacéo poderosa para distinguir alelos individuais no genoma e isso pode ser
usado para diagnosticar doencas ou caracteristicas que sdo definidas pela
sequéncia estudada. Quando uma doenca esta associada a uma alteracdo de uma
sequéncia particular, a PCR pode ser usada para examinar a sequéncia no genoma
de um individuo para determinar quais sdo os alelos em um dado loco (LEWIN,
1997).

Na PCR-SSP, os iniciadores (ou primers) de 18 a 22 nucleotideos sao
projetados para finalizar no nucleotideo variante da fita-molde. A tipagem SSP

baseia-se na premissa de que, se ndo houver complementaridade perfeita entre o
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altimo nucleotideo (a 5’) do iniciador e a fita-molde, ndo ha amplificacdo da
sequéncia desejada. Os iniciadores SSP também devem ser compativeis com um
par de iniciadores genéricos que amplificam o controle enddégeno da reacéo.

Os iniciadores diretos foram projetados para terminarem na posicao -14010
(-14010Gf e -14010Cf), e os iniciadores reversos na posicao -13910 (-13910Cr e -
13910Tr) (TABELA 7).

TABELA 7 - SEQUENCIAS DOS INICIADORES PROJETADOS PARA AMPLIFICAGAO DOS SNPS
NO INTRON 13 DO GENE MCM6.

Iniciadores Diretos Iniciadores Reversos

5 - GTT CCT TTG AGG
CCAGGG G*-3'

-14010Gf 5' - GTT TAT AGA GTG CAT | -13910Cr
AAA GAC G*- 3'
5 - GTT TAT AGA GTG CAT 5" - GTT CCT TTG AGG

-14010Cf -13910Tr
AAA GAC C* - 3 CCA GGG A* -3

FONTE: O autor (2012)

*: variante alélica

f: direto (forward)

I: reverso

“-13910” e “-14010” referem-se ao ndmero de nucleotideos antes do sitio de inicio da transcri¢do do
gene LCT.

As concentracdes dos reagentes foram testadas e adaptadas para este teste
(TABELA 8). Para controle enddgeno, adicionou-se um par de iniciadores em todas
as misturas, para amplificar uma regido bem conservada do DNA. Dessa forma é
possivel avaliar a qualidade da reacdo e do DNA. Cada PCR foi acompanhada por
controles negativos que séo solucdes de reacdo completas, sem o DNA.

Apbs o preparo das amostras, estas foram colocadas em um termociclador
onde passaram pelos processos de desnaturacdo das cadeias de DNA,
acoplamento dos iniciadores e amplificagdo (alongamento da cadeia pela Taq
polimerase). A PCR foi realizada em 30 ciclos; cada ciclo iniciou com 94°C por 20
segundos, seguido pelo acoplamento dos iniciadores por 30 segundos e terminou
com 72°C por 30 segundos. Para diminuir amplificacbes de sequencias nao
especificas, testamos um método “touchdown” de PCR, um programa do

termociclador que permite diminuir a temperatura de acoplamento ao longo da PCR.
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Nos 10 primeiros ciclos, utilizamos a temperatura de acoplamento de 64°C, nos 10
ciclos seguintes 62°C e nos ultimos 10 ciclos, 60°C. Esta estratégia permite a

obtencéo de melhores resultados.

TABELA 8 — CONCENTRAGAO DOS REAGENTES PARA A REAGAO DE PCR-SSP COM OS
INICIADORES -13910 C/T E -14010 G/C.

Reagentes Inicial Final Volume
(u)

Tampao 10 1 1,5
(c/ 15 mM de MgCI2)
MgCI2 (uM) 25 0,25 0,15
dNTP (uM) 25 0,2 0,12
Iniciador direto (uUM) 10 0,4 0,6
Iniciador reverso (UM) 10 0,4 0,6
Iniciador direto (uM) 10 0,09 0,12
Controle enddgeno
Iniciador reverso (UM) 10 0,09 0,12
Controle enddgeno
Taq Bras (U/uL) 5 0,02 0,06
DNA 1
H,0 10,73
Total 15

FONTE: O autor (2012)

A melhor temperatura de acoplamento foi testada adicionando-se uma
mistura com os iniciadores direto -14010Gf e reverso -13910Cr a um pl de DNA
(0,1ug/ml), em 12 tubos diferentes. O mesmo foi feito em outra reacdo com o mesmo
iniciador direto e o iniciador reverso e -13910Tr . Para verificar a melhor temperatura
de acoplamento dos iniciadores as cadeias de DNA, utilizou-se a funcdo gradiente
do termociclador, programada para 12 temperaturas de acoplamento diferentes:
43°C; 44,3°C; 45,2°C; 47,9°C; 50,8°C; 53,7°C; 55°C; 57,6°C; 59,9°C; 61,8°C; 62,4°C
e 63°C. Cada um dos 12 tubos recebeu, dessa forma, uma temperatura de

acoplamento diferenciada. O mesmo teste foi realizado com o iniciador direto -
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14010Cf, que € complementar a variante alélica encontrada em populagfes
africanas.

Este teste foi aplicado em todos os individuos do estudo.

4.4.4 Anélise Estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem direta.
Para a analise populacional, verificou-se o equilibrio de Hardy-Weinberg, segundo
Guo e Thompson (1992) e realizou-se o teste exato de diferenciacdo populacional,
de acordo com Raymond e Rousset (1995), utilizando o software Arlequin 3.5
(EXCOFFIER, 2010).

Andlises de associacdo entre os gendtipos e informacfes obtidas de
individuos da populacdo menonita, foram feitas com o teste exato de Fisher (2 por 2)

e razdo de chances (Odds Ratio), utilizando a ferramenta Sisa Tables.
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5 RESULTADOS

5.1 OTIMIZACAO DO TESTE GENETICO PARA HIPOLACTASIA PRIMARIA

Neste estudo, otimizamos um método para identificar as variantes LCT*-
13910 C>T e -14010 G>C associadas a persisténcia da lactase, utilizando a técnica
PCR-SSP. A genotipagem foi rapida e baseada no padrédo eletroforético dos
fragmentos amplificados. Esta estratégia ofereceu algumas vantagens, como a

rapida resolucéo haplotipica, a especificidade e o baixo custo.

Iniciadores -14010Gf e -13910Cr Iniciadores-14010Gf e -13910Tr

|

' Controle endogeno 430pb,

Bandas especificas 140pb l

-

- Controle endégeno 430pb

-

43 45 50 55 60 62,5(63 ) (pb)

Temperatura de acoplamento em °C

FIGURA 8 — IMAGENS DA CORRIDA ELETROFORETICA EM GEL DE AGAROSE DOS
PRODUTOS DE PCR-SSP DE UM INDIVIDUO COM GENOTIPO -13910 C/C.

(A imagem da esquerda mostra os resultados da PCR-SSP com os iniciadores -14010Gf e -13910Cr
e a imagem da direita, com os iniciadores -14010Gf e -13910Tr. Foram aplicados 7 produtos de
PCR, cada um com uma temperatura de acoplamento diferente, indicadas abaixo das bandas em
graus Celsius (°C). Em cada gel foram aplicados 5ul de marcador de peso molecular antes e depois
dos produtos de PCR, valores indicados com setas).

FONTE: O autor (2012)
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Iniciadores -14010Gf e -13910Cr Iniciadores-14010Gf e -13910Tr

Bandas especificas 140pb

Controle endégeno 430pb

\

43 45 50 55 60 62,563 )

e R e e .

43 45 50 55 60 62,

Temperatura de acoplamento em °C

FIGURA 9 - IMAGENS DA CORRIDA ELETROFORETICA EM GEL DE AGAROSE DOS
PRODUTOS DE PCR-SSP, DE UM INDIVIDUO COM GENOTIPO -13910 C/T.

(A imagem da esquerda mostra os resultados da PCR-SSP com os iniciadores -14010Gf e -13910Cr
e a imagem da direita, com os iniciadores -14010Gf e -13910Tr. Foram aplicados 7 produtos de
PCR, cada um com uma temperatura de acoplamento diferente, indicadas abaixo das bandas em
graus Celsius (°C). Em cada gel foram aplicados 5ul de marcador de peso molecular antes e depois
dos produtos de PCR, valores indicados com setas).

FONTE: O autor (2012)

Iniciadores -14010Gf e -13910Cr Iniciadores-14010Gf e -13910Tr

Bandas especificas 140pb

Controle endogeno 4?! i Controle endégeno 430pb
- - - & \‘ E

- . L. L =
43 45 50 5560 62,5(63) 43 45 50 55 60 62,5(63)

Temperatura de acoplamento em °C

FIGURA 10 — IMAGENS DA CORRIDA ELETROFORETICA EM GEL DE AGAROSE DOS
PRODUTOS DE PCR-SSP DE UM INDIVIDUO COM GENOTIPO -13910 T/T.

FONTE: O autor (2012)

(A imagem da esquerda mostra os resultados da PCR-SSP com os iniciadores -14010Gf e -13910Cr
e a imagem da direita, com os iniciadores -14010Gf e -13910Tr. Foram aplicados 7 produtos de
PCR, cada um com uma temperatura de acoplamento diferente, indicadas abaixo das bandas em
graus Celsius (°C). Em cada gel foram aplicados 5ul de marcador de peso molecular antes e depois
dos produtos de PCR, valores indicados com setas).
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Iniciadores -14010Cf e -13910Cr Iniciadores-14010Cf e -13910Tr

| 1
.

Controle enddgeno 430pb

--A'

Controle endégeno 430pb -

43 45 50 55 60 62, 43 45 50 55 60 62,

Temperatura de acoplamento em °C

FIGURA 11 — IMAGENS DA CORRIDA ELETROFORETICA EM GEL DE AGAROSE DOS
PRODUTOS DE PCR-SSP COM INICIADOR DIRETO -14010CF DE UM INDIVIDUO COM
GENOTIPO -13910 T/T.

FONTE: O autor (2012)

(A imagem da esquerda mostra os resultados da PCR-SSP com os iniciadores -14010Cf e -13910Cr
e aimagem da direita, com os iniciadores -14010Cf e -13910Tr. Foram aplicados 7 produtos de PCR,
cada um com uma temperatura de acoplamento diferente, indicadas abaixo das bandas em graus
Celsius (°C). Em cada gel foram aplicados 5ul de marcador de peso molecular antes e depois dos
produtos de PCR, valores indicados com setas).

Percebemos que o glicerol foi desnecessario para este teste e a
concentracdo de 20 ng/ml de DNA suficiente. A temperatura de acoplamento, que
gerou o fragmento esperado com menos amplificacdes inespecificas, foi de 63°C.
Os fragmentos amplificados de 431 pb (controle enddgeno) e de 140 pb (para as
variantes LCT*-13910 C>T e LCT*-14010 G>C) que resultaram de quatro reacdes
com os iniciadores -14010 C/T e -13910 C/T, utilizando o programa “gradiente” do
termociclador, podem ser visualizados nas (FIGURAS 8, 9, 10 e 11). Pelo fato do
alelo -14010C né&o ser comum, ndo houve amplificagdo em nenhuma reagdo com o
iniciador -14010Cf.

5.2 FREQUENCIAS ALELICAS DE LCT*13910C E T E DOS GENOTIPOS
MARCADORES PARA PERSISTENCIA DA LACTASE E HIPOLACTASIA
PRIMARIA NAS POPULACOES MENONITA E EURO-BRASILEIRA
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As frequéncias dos gendtipos LCT*-13910 C/C, C/T e T/T variaram muito

entre as populacbes menonita e euro-brasileira, sendo que aproximadamente 45%

dos euro-brasileiros tem o genoétipo marcador para hipolactasia priméria (-13910

C/C), enquanto que apenas 12% dos menonitas tem este genétipo (P<0.000001). Ja

em relacdo a frequéncia dos gendtipos marcadores para persisténcia da lactase (-

13910 C/T e -13910 T/T), observou-se que esta foi mais elevada na populacéo
menonita que na euro-brasileira (88.1% vs. 55.5%, P<0.000001) (TABELA 9).

TABELA 9 — FREQUENCIA DOs GENOTIPOS MARCADORES DE HIPOLACTASIA PRIMARIA (-
13910 C/C) E DA PERSISTENCIA DA LACTASE (-13910 C/T E -13910 T/T) NAS POPULACOES
MENONITA E EURO-BRASILEIRA.

Genétipo Menonitas Euro-brasileiros
n (%) n (%)

-13910 C/C 18 (11,92%) 130 (44,52%)

(Hipolactasia primaria)

-13910 C/T 70 (46,36%) 130 (44,52%)

-13910 T/T 63 (41,72%) 32 (10,96%)

-13910 C/T e -13910 T/T
(Persisténcia da lactase)

Total

133 (88,08%)

151 (100%)

162 (55,48%)

292 (100%)

FONTE: O autor (2012)

TABELA 10 — FREQUENCIA ALELICA DE C E T NO LOCUS -13910 NAS POPULACOES
MENONITA E EURO-BRASILEIRA.

Menonitas Euro-brasileiros
Alelo Frequéncia D.P. Frequéncia D.P
C 0,35 0.028 0,67 0.02
T 0,65 0.028 0,33 0.02

FONTE: O autor (2012)
D.P. — Desvio Padréao
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A frequéncia alélica de -13910T variou significativamente entre os menonitas
e euro-brasileiros (P<0,000001), sendo que foi quase duas vezes mais alta na
populacdo menonita que na euro-brasileira, na qual o alelo -13910C foi o mais
comum (TABELA 10).

As populagbes menonita e euro-brasileira estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg e ndo ha diferenga entre a heterozigosidade observada da esperada nos
dois grupos (TABELA 11).

TABELA 11 - TESTE EXATO PARA EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Populacéo Loci Gendtipo Het. Obs. | Het. Esp. | Valorde P D.P. Passos feitos
Menonita -13910 151 0.46 0.45 1.00 0.00 1001000
Euro-

o -13910 292 0,44 0,44 1.00 0,00 1001000
brasileiros

FONTE: O autor (2012).

O teste exato de diferenciagcdo populacional foi aplicado para verificar se
existem diferencas na distribuicdo da frequéncia alélica de -13910T entre as
populacbes menonita e euro-brasileira e outras europeias (TABELA 12),
considerando as frequéncias alélicas de grupos europeus listados anteriormente
(TABELA 3).

N&do houve diferencas significativas entre a populacdo menonita e as
populacdes basca (Franca), alemd, inglesa e hungara. Ja a populacdo euro-
brasileira difere significativamente de todas as outras populacdes europeias

analisadas.

5.3 FREQUENCIA DA VARIACAO ALELICA LCT*-14010C NAS POPULACOES
MENONITA E EURO-BRASILEIRA

O polimorfismo -14010C foi encontrado associado a persisténcia da lactase

em populagdes africanas, conforme abordado anteriormente neste estudo.
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Considerando que foi observado um componente africano em caucasianos
no Sul do Brasil (PENA et al., 2011), foi investigado o polimorfismo -14010 G>C
entre 0s menonitas (n=147) e euro-brasileiros (n=279). Esta variante alélica nao foi

encontrada em nenhum dos dois grupos.

TABELA 12 — TESTE EXATO DE DIFERENCIAGAO POPULACIONAL

Populacao irgg'lgf”ca de Menonita Euro-brasileira
Menonita 0,65 - + (P<0,0001)
Euro-brasileira 0,33 + (P<0,0001) -
Finlandeses 0,58 +(P=0,017) + (P<0,0001)
Bascos (Franga) 0,66 - (P=0,81) + (P<0,0001)
Franceses 0,43 + (P<0,0001) + (P=0,042)
Alemaes 0,56 - (P=0,092) +(P<0,0001)
Gregos 0,09 +(P<0,0001) +(P<0,0001)
Suecos 0,74 + (P=0,003) + (P<0,0001)
Ingleses 0,73 - (P=0,146) + (P<0,0001)
Irlandeses (do Norte) 0,95 + (P<0,0001) + (P<0,0001)
Russos 0,13 + (P<0,0001) + (P<0,0001)
Hungaros 0,62 - (P=0,513) + (P<0,0001)
Italianos (Nordeste) 0,24 + (P<0,0001) + (P=0,0007)
Italianos (Centro-norte) | 0,13 + (P<0,0001) + (P<0,0001)
Italianos (Sul) 0,05 + (P<0,0001) + (P<0,0001)
Sardenhos 0,07 + (P<0,0001) + (P<0,0001)

FONTE: O autor (2012)

(Os sinais ‘+’ e ‘- indicam se houve ou nao houve diferenca entre as populagdes, respectivamente).



62

5.4 ASSOCIACAO ENTRE A PERSISTENCIA DA LACTASE E O HABITO DE
INGERIR LEITE NA POPULACAO MENONITA

Na populagdo menonita, em especial entre aqueles que residem na Colonia
Witmarsum, a principal atividade econdmica é a agropecuéria e, portanto, o leite
um alimento importante em sua dieta. Entre 108 participantes, 80 (74,1%)
responderam que tem o habito de ingerir leite, 8 (7,4%) ndo tem esse habito, 8
(7,4%) ingerem-no em pequena quantidade, 10 (9,2%) raramente ou bem pouco, um
(0,9%) as vezes e um (0,9%) apenas derivados do leite (FIGURA 12).

O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar se o habito de ingerir leite
estd associado a persisténcia da lactase, segundo os gendétipos marcadores. Para
que ndo houvesse um viés de interpretacdo de resposta, considerou-se que néo
ingerem leite todos que responderam que ingerem pouco leite, raramente, muito
pouco, as vezes, apenas derivados ou ndo ingerem leite (n=20). Entre os 92
individuos com gendtipo marcador para persisténcia da lactase, 72 ingerem leite
enquanto que 20 ndo ingerem. Ja entre os 16 que apresentaram o genotipo
marcador para hipolactasia primaria, 8 ingerem leite e 8 ndo. A partir desses dados,
observou-se que houve associagdo entre 0 habito de ingerir leite e a persisténcia da
lactase na populacdo menonita (P = 0,023 e OR = 3,6; 95%; CI = 1,20<0.R.<10,79).

80 -
70 A

B Sim
60 -

M Pouco
50 A

Raramente/Bem pouco

40 A .

M As vezes
30 A

m Derivados
20 -
10 A
0

FIGURA 12 — HABITO DE INGERIR LEITE NA POPULACAO MENONITA DA COLONIA
WITMARSUM.

FONTE: O autor (2012)

(No eixo vertical, os valores indicam o numero de individuos).
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5.5 ASSOCIACAO ENTRE A HIPOLACTASIA PRIMARIA E SINTOMAS DE MA-
DIGESTAO DA LACTOSE NA POPULACAO MENONITA

Estudos anteriores demonstraram que individuos com hipolactasia priméria
podem desenvolver sintomas apods ingestédo de leite, caracteristicos de intolerancia a
lactose, como dor e distensdo abdominal, flatuléncia, diarreia, nausea ou voémito,
entre outros.

Um total de 107 individuos responderam a questao se apresentam sintomas
caracteristicos de intolerancia a lactose apos ingestdo do leite. Entre estes, 79
(73,1%) disseram que ndo apresentam sintomas apoés ingerir leite e 28 (25,9%) que
apresentam pelo menos um dos sintomas listados abaixo (TABELA 13).

Entre os sintomas mencionados, o mais frequente foi a flatuléncia (82,1%),
seguido de distensdo abdominal (50%), dor abdominal (32,1%) e diarreia (17,8%)
(FIGURA 13).

TABELA 13 — SINTOMAS REFERIDOS PELOS PARTICIPANTES DA POPULACAO MENONITA
APOS INGERIR LEITE

Sintomas N/ %
Apenas Flatuléncia 8/28,6%
Apenas Distensdo Abdominal 3/10,7%
Flatuléncia + Distensdo Abdominal 6/21,4%
Flatuléncia + Distenséo e Dor Abdominal 4/14,3%
Diarreia + Dor Abdominal 1/3,6%
Diarreia + Flatuléncia 1/3,6%
Diarreia + Flatuléncia + Distensdo e Dor Abdominal 3/10,7%
Flatuléncia + Distenséo e Dor Abdominal + Vomito 1/3,6%
Nausea 1/3,6%
TOTAL 28/ 100%

FONTE: O autor (2012).
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M Flatuléncia

M Distensdo abd.

Dor abd.

FIGURA 13 — SINTOMAS REFERIDOS PELOS INDIVIDUOS APOS INGERIR LEITE.
FONTE: O autor (2012)

Entre os 15 individuos com o gendtipo marcador para hipolactasia primaria,
4 relataram pelo menos um sintoma, enquanto que 11 ndo. Ja entre os 92 individuos
com genGtipo marcador para persisténcia da lactase, 24 mencionaram pelo menos
um sintoma e 68 nao. Por meio do teste de Fisher observou-se que ndo houve
associacdo significativa entre os sintomas citados e o gendtipo marcador da
hipolactasia priméria -13910 C/C (P = 0,65; OR = 1,03; 95% CI = 0,3<0.R.<3,54).

56 ASSOCIACAO ENTRE DOENCAS ASSOCIADAS A HIPOLACTASIA
SECUNDARIA E SINTOMAS DE MA-DIGESTAO DA LACTOSE NA POPULACAO
MENONITA

Entre os entrevistados, 13/110 (11,8%) mencionaram que apresentam
alguma doenca gastrointestinal e/ou anemia que poderia ser considerada causa
primaria dos sintomas citados anteriormente, como enterite infecciosa (El),
giardiase, doenca celiaca, doenca inflamatoria intestinal (DII), doenca de Chron,
enterite induzida por drogas ou radiacdo (EIDR), doenca diverticular do colon (DDC)
e anemia (FIGURA 14).
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6 - B Anemia

5 B Doencga Celiaca

4 - = DIl
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FIGURA 14 — DISTRIBUIQAO DE DOENCAS GASTROINTESTINAIS/ANEMIA APRESENTADAS
PELOS INDIVIDUOS DA POPULACAO MENONITA.

(Numeros no eixo vertical indicam o total de individuos que apresentam a doenga).

FONTE: O autor (2012)

Entre os 13 individuos que relataram alguma das doencas citadas acima, 7
mencionaram sintomas apos ingestao de leite, enquanto que entre 0os 97 que ndo as
apresentam, 21 referiram pelo menos um dos sintomas. Assim, observou-se uma
associacao entre estas doencas e 0s sintomas citados apés ingestdo de leite (p =
0,023 e OR = 4,05, 95% CI = 1,23<0.R.<13,38). Sugere-se que estas doencas
gastrointestinais poderiam diminuir a expressdo da lactase no intestino dos
participantes e, portanto, ser a causa primaria dos sintomas de ma-digestdo da

lactose.

5.7 PERFIL SINTOMATICO DOS INDIVIDUOS COM HIPOLACTASIA PRIMARIA
DA POPULACAO MENONITA

Entre os 151 menonitas que participaram neste estudo, apenas 18 (11,9%)
apresentaram o genotipo marcador da hipolactasia primaria (-13910 C/C), dos quais

16 responderam ao questionario. Entre estes individuos, 10/16 (62,5%) ndo ingerem
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leite, pouco e/ou relataram sintomas apds a ingestdo. Os demais (6/16, 37,5%)
ingerem leite, sem manifestacao de sintomas (FIGURA 15).

E interessante observar que entre estes Ultimos seis, a idade entre cinco
variou de 23 e 28 anos e um tinha a idade de 45 anos (FIGURA 16). Foi sugerido
que o declinio da lactase € gradativo e mais acentuado apdés os 30 anos (DI
STEFANO et al., 2009). Portanto, sugere-se que estes cinco individuos poderiam
ainda desenvolver sintomas devido a ma-absorcdo da lactose numa idade mais

avancada.

B N30 M Pouco/Raramente M Sim

FIGURA 15 — INFORMACOES SOBRE O HABITO DE INGERIR LEITE DOS INDIVIDUOS COM
HIPOLACTASIA PRIMARIA DA POPULACAO MENONITA.
FONTE: O autor (2012).

B Apresentam sintomas
apods ingestdo de leite

M 23-28 anos / sem
sintomas apods ingestdo
de leite

M 45 anos / sem
sintomas apods ingestdo
de leite

FIGURA 16 — CARACTERISTICAS DOS INDIVIDUOS COM HIPOLACTASIA PRIMARIA DA
POPULAGCAO MENONITA.
FONTE: O autor (2012).
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6 DISCUSSAO

6.1 PCR-SSP PARA ANALISE GENETICA DA PERSISTENCIA DA LACTASE

O método PCR-SSP é amplamente utilizado para analise de polimorfismos
no DNA. Este método tem sido visto como vantajoso por ser mais rapido comparado
a PCR-RFLP e PCR-SSO (Sequence-specific oligonucleotides) (GUTTRIDGE et al.,
1998; BUNCE, TAYLOR E WELSH, 1993) e de baixo custo (RIVERS, BARTON e
ACTON, 2001). Outras vantagens incluem a acurécia, pois além de ser simples, é
conveniente e rentavel (NATHALANG et al, 2006; CAVANAGH et al., 1997,
TAN, XIE e XU, 1997) e adequado para estudos com populagdes maiores (RIVERS,
BARTON e ACTON, 2001).

Devido as suas vantagens, a PCR-SSP é um método adequado para
investigacdes de rotina, como por exemplo, para genotipagem de antigenos
plaguetarios humanos para o diagnéstico laboratorial de trombocitopenia aloimune e
provisdo de produtos sanguineos pareados com estes antigenos (CAVANAGH et al.,
1997), tipagem de HLA-DR para prética clinica de transplante de érgaos (TAN, XIE e
XU, 1997), HLA-B27 (NATHALANG et al., 2006), deteccdes rapidas de mutacdes
ligadas a hemocromatose (GUTTRIDGE et al., 1998) e tipagem rapida de HLA-DQB
(BUNCE, TAYLOR e WELSH, 1993).

Dentre as diversas técnicas que ja foram otimizadas para analise molecular
da hipolactasia primaria, a PCR-RFLP é uma das mais utilizada (TABELA 5). Esse
método, entretanto, apresenta algumas desvantagens, como a ocorréncia de
digestdo enzimética de fragmentos de tamanho similar (JORDAN et al., 1995),
ocorréncia de digestdo incompleta, falta de acuracia na tipagem de alelos precisos
(THONNARD et al., 1995), tempo de trabalho (minimo de dois dias), manuseio
extensivo de amostras e o custo elevado de enzimas de restrigéo.

Outro método utilizado para analise molecular da persisténcia da lactase € a
PCR-SSO, baseada na hibridizacdo de oligonucleotideos a sequencias ou alelos
especificos do DNA ap6s amplificacéo por PCR. E uma técnica especifica, com alta
resolucao, eficiente e simples para aplicar em grandes quantidades de amostras.

Entretanto, a temperatura de hibridizagéo é critica e o custo das sondas é elevado


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cavanagh%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9089984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9596973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xie%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9596973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9596973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cavanagh%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9089984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9596973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xie%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9596973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9596973
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(LU et al., 1996). O método PCR-SSP foi comparado ao SSO e observou-se que
houve concordancia entre eles, sendo que o SSP apresentou vantagens, pois pode
ser realizado num Unico passo, é rapido, preciso, de custo inferior e ndo necessita
de radioisotopos (LU et al., 1996).

Portanto, acreditamos que, quando a intencdo € investigar SNPs ja
conhecidos, a PCR-SSP é um método adequado para andlise genética da
persisténcia da lactase. Neste estudo, otimizou-se esta técnica para andlise
molecular dos polimorfismos -13910 C>T e -14010 G>C. Trata-se de um teste rapido
que pode ser realizado em até cinco horas e adequado para estudos de populacfes
grandes. Em cada teste incluiu-se até 47 amostras numa placa, considerando que
sdo necessérias duas misturas para analisar as variantes -13910C e -13910T, e, em
individuos homozigotos para estas variantes, realizou-se um segundo teste para

investigar a variante -14010C, também com 47 amostras por placa.

6.2 FREQUENCIA DO ALELO -13910T NAS POPULACOES MENONITA E EURO-
BRASILEIRA

A distribuicdo da persisténcia da lactase é bem conhecida na Europa e em
algumas regides da Africa, Oriente Médio e india. A sua frequéncia é alta no Norte e
Oeste do continente europeu e diminui para o Sul e Leste (SWALLOW, 2003;
INGRAM et al., 2009a). O mesmo pode ser observado na india, onde este fenétipo é
mais frequente no Norte e Oeste e baixo no Leste do pais (SWALLOW e HOLLOX,
2000; INGRAM et al., 2009a). Na Africa e entre os beduinos do Oriente Médio, este
traco é observado com maior frequéncia em populacbes nbmades pastoris
(BAYOUMI et al. 1981, 1982; COOK e AL-TORKI; DISSANYAKE et al. 1990;
SNOOK et al. 1976).

A causa genética da persisténcia da lactase ainda precisa ser mais
investigada. O marcador -13910T foi a primeira variante genética a ser associada
completamente com o fenétipo persisténcia da lactase em finlandeses (ENATTAH et
al., 2002). Outros estudos que seguiram a este comprovaram que -13910T € um
bom marcador também em outros paises da Europa e fora da Europa (INGRAM et
al., 2009a; GALLEGO ROMERO et al., 2011; KUCHAY et al., 2011; HEYER et al.,
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2011; MULCARE et al., 2004), inclusive no Brasil (BERNARDES-SILVA et al., 2007,
BULHOES et al., 2007; MATTAR et al., 2008). Entretanto, este alelo é raro em
populacdes subsaarianas, em beduinos e individuos de origem sudanesa, e,
portanto, ndo pode ser abordado como a causa da persisténcia da lactase nesses
grupos (MULCARE et al., 2004; INGRAM et al., 2007).

Pelo fato das frequéncias do alelo -13910T e do haplotipo A serem
conhecidas na Europa e por se tratar de uma regido cromossdmica bem
conservada, aplicamos o0 teste genético para esta variante em euro-brasileiros.
Optamos incluir o grupo menonita por ser um grupo étnico com caracteristicas
genéticas Unicas, que reside no Brasil e que pode contribuir para estudos com
genética de populagfes. A variante alélica -13910T foi encontrada em 55,5% dos
individuos euro-brasileiros, indicando que a persisténcia da lactase € mais frequente
comparado a hipolactasia primaria nesta populacéo (44,5%). A frequéncia alélica de
-13910T neste grupo (0,33), entretanto, foi inferior a observada na populacéo
menonita (0,63). Os euro-brasileiros diferem significativamente de outras populacdes
europeias em relacdo a frequéncia desse alelo, o que poderia ser resultado da
miscigenacdo com outros grupos étnicos ou entre os diferentes grupos europeus
gue migraram para o Brasil.

Até o momento, poucos estudos foram realizados no Brasil para determinar
a frequéncia da persisténcia da lactase. A diversidade étnica e dimenséo territorial
dificultam estudos populacionais. Entretanto, observou-se que entre 0s
polimorfismos associados a esse fendtipo, o -13910 C>T € 0 mais comum
(FRIEDRICH et al., 2012b). Os resultados desse estudo e de anteriores que
analisaram a frequéncia da persisténcia da lactase associada a -13910T podem ser
visualizados na (FIGURA 17). Com excec¢do da populacdo menonita, que foi
significativamente diferente de todos os outros grupos brasileiros (P < 0,0001),
observa-se que a frequéncia é mais elevada entre 0s euro-brasileiros do Sul do
Brasil. A frequéncia alélica de -13910T entre os euro-brasileiros desse estudo foi
semelhante a encontrada em Porto Alegre (P=0,2), porém diferente a observada
pelo grupo de pesquisa de Sao Paulo nesta populagédo (P=0.0003).

Em relagdo as frequéncias alélicas de -13910T, ndo houve diferenca
significativa entre os menonitas e algumas popula¢gdes da Europa Central, como o0s
hangaros, ingleses, bascos e alemées, o que poderia ser explicado pela origem

desse grupo na Holanda e Alemanha. Por outro lado, percebeu-se que a frequéncia
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do alelo -13910T foi mais elevada na populacdo menonita (0,63) que na alema
(0,56) e que hd uma tendéncia para diferenciacdo entre estes dois grupos (P=0,092).
Ja entre 0os menonitas e euro-brasileiros, a diferenca das frequéncias alélicas foi
muito significativa (P<0,0001). Ao contrario dos euro-brasileiros, os menonitas
tiveram pouca miscigenacdo com outros grupos devido aos casamentos
consanguineos e ao estilo de vida em comunidades fechadas que levaram durante

muitas décadas.

Belém — Miscigenados !

.31%

Recife — Miscigenados !

36,6%

SP—Euro>  SP—Miscigenados 2 SP — Afro*?

0,
43,4% ‘43,1% ‘ZM
56,9% 80%

™ Curitiba — Euro? Menonitas 3

11,9%
44,5%

, 7.5% ‘&1%
32%
48,6% 51,4%
68%

FIGURA 17 - DISTRIBUICAO DA PERSISTENCIA DA LACTASE (CINZA ESCURO) E
HIPOLACTASIA PRIMARIA (CINZA CLARO) ASSOCIADOS A -13910 C>T ENTRE DIFERENTES
GRUPOS DO BRASIL.

1 FRIEDRICH et al., 2012b

2 MATTAR et al., 2009

3 O autor (2012)

* Nao foram incluidos afro-brasileiros miscigenados com euro-brasileiros.

**Autores ndo mencionaram se incluiram miscigenados ou n&o.

“\
)

O periodo que os menonitas viveram em comunidade na Europa, na Russia

e apos a migracdo, nas Américas, foi fortemente influenciado pelo efeito “gargalo de
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garrafa”, processo que ocorre quando apenas alguns individuos de um grupo
sobrevivem a alguma tragédia e voltam a se multiplicar quando a situacdo se torna
mais favoravel (RIDLEY, 2006). A tragédia, neste caso, foram as perseguicdes
religiosas que sofreram na Europa e no inicio do século XX, pelos comunistas
russos. O “gargalo de garrafa” € uma das causas que levam a um efeito fundador,
um exemplo de deriva genética que ocorre principalmente em populagées pequenas,
onde a frequéncia de alelos muda aleatoriamente ao longo dos anos, fazendo com
gue os descendentes desse grupo apresentem caracteristicas genéticas diferentes
dos seus ascendentes (RIDLEY, 2006).

Além de situagBes de tragédia, outra razao pela qual um grupo pode sofrer
um efeito fundador é quando poucos colonizam um local anteriormente desabitado,
como uma ilha (RIDLEY, 2006). Durante a formacdo de col6énias na Russia, as
familias se estabeleceram em terras ainda ndo habitadas para contribuir com a
expansao agricola no pais, e foram obrigados a assinar um tratado, onde um dos
itens era ndo se casar com 0s russos. Estas colonias foram crescendo e as familias
menonitas se expandindo para outros lugares da Russia.

O mesmo processo ocorreu também na América do Sul, apés a revolucao
russa. No Paraguai, os menonitas colonizaram o Chaco, terra seca e arida, habitada
por certas tribos indigenas. No Brasil, migraram para regiées pouco habitadas em
Santa Catarina. Porém, devido as dificuldades geolégicas para praticar a
agropecuaria, procuraram outras terras, primeiro no Rio Grande do Sul e mais tarde
no Parana, fundando novas col6nias. Neste periodo, entretanto, varias familias
migraram também para cidades, como Curitiba e S&o Paulo e algumas familias do
Paraguai para o Parana.

Com base nessa histéria e nos resultados desse estudo, sugere-se um
provavel efeito fundador na populacdo menonita, concordando com outros estudos
gue foram realizados com este grupo no Brasil (BOLDT et al., 2009a), e também fora
do Brasil (JAWORSKI et al., 1988).

6.3 A VARIANTE AFRICANA LCT*-14010C NAO FOI ENCONTRADA ENTRE OS
MENONITAS E OUTROS EURO-BRASILEIROS
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Apesar da forte associacdo do polimorfismo -13910 C>T com a persisténcia
da lactase, esta variante alélica ndo pode ser considerada a causa desse traco
genético em todas as regibes do mundo. Em populacbes do Leste africano, com
prevaléncia elevada desse fenétipo, esta variante € ausente (MULCARE et al.,
2004). Como sugerido para a Europa, o aumento da frequéncia da persisténcia da
lactase na Africa deve-se a uma selecdo positiva que ocorreu em povos pastoris
africanos, desde o inicio da domesticacdo de gado ha aproximadamente 7.500-9000
anos (TISHKOFF et al. 2007).

Em estudo realizado por Tishkoff et al. (2007), trés novas variantes foram
encontradas associadas a persisténcia da lactase nesta populacdo: -13907C, -
13915G e -14010C. O polimorfismo -14010 G>C, que foi analisado neste estudo e
ausente nas populagdes euro-brasileira e menonita, foi encontrado numa frequéncia
de 39% na Tanzénia, 32% no Quénia e em 46% afro-asiaticos da Tanzania
(TISHKOFF et al., 2007). Este polimorfismo foi encontrado também em frequéncias
menores em povos que fazem parte do ramo Bantu (de lingua banta), na Angola:
Kuvale (6%), Nyaneka-Nkhumbi (3%) e Ovimbundu (1%) (COELHO et al., 2009).

A tribo dos Kuvales é uma das mais representativas do grupo de lingua
herero na Angola (ESTERMANN, 1961) e assim como outros grupos hereros, sao
seminbmades e pastores de gado que vivem nas areas planas na provincia de
Nanib, na Angola (ESTERMANN, 1961; COELHO et al. 2009). O grupo Herero
pertence as populagbes das linguas bantas (também chamados de Bantu), que
tiveram sua origem nas pradarias entre Camarfes e Nigéria e se propagaram ha
aproximadamente 4000 anos (segundo evidéncias linguisticas e arqueoldgicas)
através de deslocamentos de massas (CURTIN, et al. 1995; NEWMAN, 1995). O
grupo Bantu é do subfilo Niger-Congo e inclui em torno de 500 linguas faladas em
praticamente todo Centro-Oste da Africa, exceto a area ocupada pelo grupo de
lingua Khoisan (CAVALLI-SFORZA et al., 1994).

Apesar de levarem consigo a tradicdo agricola, alguns grupos Bantu, entre
eles os Hereros, Ovambo e Nyaneka-Nkhumbi, colonizaram vales junto a rios nas
regibes costeiras e mais ao sul, mudando crescentemente a sua atividade para
criacado de gado, em diferentes graus, sendo que os Hereros formam o grupo mais
exclusivamente pastoril. Estes grupos residem no Sudoeste da Angola
(ESTERMANN, 1983; REDINHA, 1971).
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Estudos genéticos sugerem que muitos dos afrodescendentes no Brasil sdo
de origem banta. Pena e Bortolini (2004), estimaram que pelo menos 89 milhdes no
Brasil, independentemente de sua aparéncia fisica, mostram mtDNA de origem
africana subsaariana. Hiunemeier et al. (2007) realizaram um estudo de
ancestralidade com individuos de cor negra do Rio de Janeiro (RJ) e Porto Alegre
(RG) e investigaram variacdes genéticas no cromossomo Y e mtDNA comuns em
populacdes africanas. Segundo os resultados, o0 mtDNA tem origem principalmente
do Centro-Oeste e Sudeste da Africa. Foi observado também que 61% dos
haplétipos HbB® encontrados no Brasil como um todo séo do tipo chamado de Bantu
(SALZANO e BORTOLINI, 2002).

No Parana, o componente africano também se constitui de descendentes
cuja lingua predominante era o Bantu (ZAGO et al. 1992). Descendentes de
escravos vieram de outros estados para o Parand no inicio do século XX até 1960.
Apesar de ja existirem escravos na metade do século XVIII em Curitiba, 0 numero
era inferior aos outros estados devido a pouca demanda de méo de obra na época
(MARTINS, 1940; MICHAELE, 1969).

A miscigenacdo de europeus com africanos e o forte componente banto no
Brasil, sdo fatores que nos estimularam a estudar o polimorfismo -14010 G>C.
Considerando que a variante -13910T néo foi encontrada como o Unico marcador
para a persisténcia da lactase no mundo e que é prematuro realizar testes genéticos
a partir dessa variante em populacdes ndo-europeias (SWALLOW, 2006), estudos
de associacdo com outros polimorfismos séo importantes no Brasil. O -22010*A, por
exemplo, € um melhor marcador para a persisténcia da lactase em japoneses-
brasileiros comparado ao -13910T (MATTAR et al., 2010).

Portanto, otimizou-se e aplicou-se o teste genético com a variante -14010T
tanto em euro-brasileiros como também nos menonitas. No primeiro grupo,
ponderou-se a existéncia do componente africano em euro-brasileiros (PENA et al.,
2011). Ja no segundo, partiu-se da hipétese de que esta variante ndo seria
encontrada neste grupo devido a sua descendéncia predominantemente europeia,
casamentos enddégamos e pouca miscigenagao.

Entretanto, o -14010C néao foi encontrado em nenhum dos dois grupos. A
frequéncia desse alelo foi baixa nos trés grupos de lingua banta (COELHO et al.,
2009), conforme os dados ja abordados anteriormente, e, portanto, acreditamos que

amostras maiores de euro-brasileiros ou, até mesmo, de afrodescendentes em
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estudos futuros seriam necessarios para avaliar a existéncia e/ou frequéncia desse
polimorfismo em brasileiros. Portanto, este marcador deve ser considerado em
futuras analises genéticas da persisténcia da lactase no Brasil. JA na populacéo
menonita, - 13910T é o marcador mais indicado para analisar a persisténcia da

lactase.

6.4 NA POPULACAO MENONITA A PERSISTENCIA DA LACTASE ESTA
ASSOCIADA AO HABITO DE CONSUMIR LEITE

Tem-se sugerido que pessoas ajustam a ingestao de leite e seus derivados
aos seus limites de tolerancia a lactose, o que pode ocorrer de forma consciente ou
inconsciente, e que adaptacdes podem ocorrer também devido a mudancas na flora
colénica (SWALLOW, 2003). Os resultados deste estudo estdo de acordo com
Carrochio et al. (1998), que relataram que o consumo de leite foi significativamente
menor em pacientes classificados como méa-digestores ou intolerantes. O mesmo foi
observado por Rasinpera et al. (2004) em criancas com genoétipo -13910 C/C.

O modelo de sele¢éo positiva em populacdes pastoris na histéria recente da
Europa e, provavelmente, em outras regides do mundo, sugere que isto ocorreu
devido a uma maior sobrevida das pessoas lactase persistentes com a adicdo do
leite a dieta (BERSAGLIERI et al., 2004). Dessa forma entende-se que a frequéncia
do alelo -13910T aumentou apds a ingestdo do leite se tornar um habito nas
diferentes populacdes. Segundo Holden e Mace (1997), a persisténcia da lactase é
uma adaptacdo ao pastoralismo e, portanto, este ultimo se desenvolveu antes do
primeiro. De Vrese et al. (2001) relataram que a atividade da lactase em seres
humanos néao pode ser induzida e, portanto, ndo aumenta com o consumo de leite.

Sabe-se que a atividade pastoril e a persisténcia da lactase coevoluiram ao
longo da histéria (HOLDEN e MACE, 1997; BERSAGLIERI et al., 2004).
Interessantemente, o polimorfismo -13910 C>T apresenta alta frequéncia na
populacdo menonita, a qual tem a agropecuaria como principal atividade econdmica
desde a sua formac&o na metade do século XVI. E possivel que aqueles que s&o

homozigotos para -13910C diminuam ou excluam de forma consciente, ou néo, o
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leite de sua dieta devido a méa-digestdo da lactose. O mesmo pode ser sugerido em
relacdo aqueles que apresentam a variante -13910T e, em razdo da boa absorcao

da lactose, optam por ingerir o leite em maior quantidade.

6.5 HIPOLACTASIA PRIMARIA E MA-DIGESTAO DO LEITE NA POPULACAO
MENONITA

Na populacdo menonita, a hipolactasia primaria ndo esta relacionada aos
sintomas de ma-digestdo do leite. Isto pode ser um resultado de vieses do proéprio
guestionario. Contudo, entre os 16 individuos lactase nado persistente, quatro
informaram algum sintoma, o que de fato pode ser justificado pela expressao
diminuida da enzima lactase. Dentre estes quatro, dois ingerem leite raramente, o
gue pode indicar que os sintomas influenciam o habito de tomar leite. Seis que néo
indicaram algum sintoma, ndo ingerem leite ou em menor quantidade. Ja foi
mencionado anteriormente que a maioria dos individuos com intolerancia a lactose
pode ingerir até 12 g de lactose por dia, 0 que equivale a um copo de leite, e de 15 a
18 g por dia quando ingerida com outros nutrientes (revisdo de SHAUKAT et al.,
2010). Portanto, é possivel que devido a pouca quantidade de leite ingerida por
alguns, os sintomas nao sao induzidos.

No grupo com hipolactasia primaria, seis pessoas afirmaram que tomam leite
e ndo apresentam sintomas. Dentre estes, cinco tem idade entre 23 a 27 anos.
Estes resultados concordam com Di Stefano et al. (2009), que ao compararem 0
teste genético com o teste respiratério para tolerancia a lactose, perceberam que a
concordancia foi perfeita apenas em individuos com mais de 30 anos. Dessa forma é
possivel que o declinio da expressao da lactase continue apés a adolescéncia e se
acentue numa idade mais avancada e que, portanto, sintomas de ma-digestdo da
lactase tendem a surgir apés os 30 anos. Logo, a frequéncia de casos de ma-
digestdo aumenta com a idade (CARROCCIO et al., 1998; DI STEFANO et al.,
2009). Num estudo, a prevaléncia da ma-digestao foi de 23% entre 5 e 16 anos, de
38% entre 17 e 64 anos e de 42% no grupo com idade mais avancada, entre 65 e 85
anos (CARROCCIO et al., 1998).
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Apenas uma pessoa deste estudo, com idade acima dos 30 (45 anos),
ingeria leite e ndo informou nenhum sintoma relativo ao seu consumo. O mesmo ja
foi relatado anteriormente e sugerido que isso pode ocorrer devido a presenca de
flora bacteriana favoravel com menos producdo de H, (AROLA e TAMM, 1994) ou
pela adaptagdo da flora ao aumento constante da lactose na dieta, diminuindo,
dessa forma, a intensidade dos sintomas (HERTZLER e SAVAIANO, 1996).

Por outro lado, ao analisar os individuos que declararam apresentar pelo
menos um dos sintomas apods ingestdo do leite (n=28), a maioria (n=24) é lactase
persistente. Entre estes, apenas sete informaram alguma outra doencga que pode ser
considerada como a causa para a hipolactasia. J& foi relatado em estudo anterior
gue néo houve diferenca em criangas com ou sem o polimorfismo -13910 C>T em
relacdo aos sintomas apdés consumo de leite, mas houve diferenca em relacdo ao
habito de ingerir leite (RASINPERA et al., 2004), o que também se concluiu neste
estudo e foi abordado no tdpico anterior. Em um grupo de individuos que
apresentavam sintomas de intolerancia a lactose apos ingestéo de leite, observou-se
qgue apenas 43% eram mal digestores com base no teste respiratorio de hidrogénio
(DE VRESE et al., 2001). Em outro estudo foram comparados os valores de
hidrogénio expirado para classificar os individuos em digestores e mal digestores e
sintomas relatados pelos participantes ap0s o teste de tolerancia a lactose, para
classifica-los em tolerantes ou intolerantes a lactose. Observou-se que 50% eram
intolerantes e mal digestores, enquanto que 15% eram intolerantes e digestores e
8% tolerantes e mal digestores. Concluindo, 15% dos individuos apresentaram
sintomas apesar de serem digestores de lactose (JOHNSON et al., 1993).

Embora ndo haja uma explicacdo razoavel para os resultados obtidos neste
estudo, existem outras causas que podem levar aos sintomas da intolerancia a
lactose, o que pode dificultar o diagnéstico da hipolactasia, dai a maior necessidade
de testes mais precisos para hipolactasia e intolerancia a lactose, como também
para outras doencgas.

Escoboza et al. (2004) também relataram que sintomas relacionados a
ingestao de leite foram similares nos sujeitos com e sem hipolactasia primaria. Isso
poderia ser consequéncia da ingestdo reduzida de leite por individuos com
hipolactasia, o que é comumente observado. Os nossos resultados concordam com
esta hipGtese, pois se observou que a ingestdo de leite entre 0s menonitas esta

relacionada a persisténcia a lactase.
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6.6 TESTE GENETICO COMO FERRAMENTA PARA DIAGNOSTICO DE
HIPOLACTASIA PRIMARIA

Muitos estudos tém proposto o teste genético para diagnéstico de
hipolactasia primaria (ou do tipo adulto) baseado no polimorfismo -13910 C>T
(RASINPERA et al., 2004; CHAO e SIBLEY, 2004; BUNING et al., 2005; BODLAJ et
al., 2006; SCHIRRU et al., 2007; USAI SATTA et al., 2008; MATTAR et al., 2008;
KERBER et al., 2007). Apesar da forte associacdo encontrada entre este
polimorfismo e a hipolactasia priméria, Swallow (2006) acredita que este teste nédo
deveria ser usado em todas as populacdes, pois esta variante ndo explica este traco
genético em populacdes subsaarianas na Africa, no Oriente Médio e em chineses
(MULCARE et al., 2004; TISHKOFF et al., 2007; INGRAM et al., 2007; ENATTAH et
al., 2008; SUN et al., 2007). Em japoneses-brasileiros e chineses, a variante -22018
G>A é um melhor marcador para a persisténcia da lactase (MATTAR et al., 2010;
XU et al., 2010).

Para validar o teste genético para a hipolactasia priméaria, estudos genéticos
tém sido comparados a outros métodos que avaliam o fenotipo, isto é, informam
sobre a resposta dos individuos a ingestao de leite, como o teste respiratorio e a
curva glicémica, ou a expressdo da lactase no intestino delgado em bidpsias da
segunda por¢ao do duodeno. A otimizacdo de uma técnica simples e de baixo custo
(PCR-SSP), abordada neste estudo, pode ser vista como um primeiro passo para
futuros estudos de associacdo dessa técnica com outros métodos de diagndstico e,
dessa forma, predizer se o -13910T é um bom marcador para a persisténcia da
lactase em brasileiros. Alguns estudos para tal ja foram realizados utilizando outras
técnicas de PCR (ESCOBOZA et al.,, 2004; MATTAR et al.,, 2007, 2008, 2010;
BERNARDES-SILVA et al., 2007; BULHOES et al., 2007; FRIEDRICH et al., 2012a).

Um fator importante que deve ser considerado em testes genéticos é a idade
do paciente. Segundo Di Stefano et al. (2009), o declinio da atividade da lactase &
um processo que ocorre progressivamente ao longo do tempo. E possivel que em
individuos com idade inferior a 30 anos, os sintomas de ma-absor¢céo da lactose se
manifestem numa idade mais avancada.

O teste genético para a persisténcia da lactase informa a respeito do declinio

da expressédo da enzima lactase geneticamente programado e ndo sobre causas
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secundérias da ma-absorcdo da lactose. Nestes casos, entretanto, pode excluir a
hipolactasia primaria como causa e outros exames podem ser indicados para avaliar
outras doencas gastrointestinais associadas.

Considerando os resultados deste estudo e outros ja realizados até o
momento para validacdo desse teste como ferramenta clinica para a persisténcia da
lactase, o polimorfismo -13910 C>T mostrou-se um importante marcador genético e
a PCR-SSP, um teste aplicavel, simples, rapido e adequado para exames de rotina e
testes populacionais. Futuros estudos genéticos para avaliar a hipolactasia primaria
na populagdo brasileira, considerando os diferentes grupos étnicos, bem como
investigagcBes de outros polimorfismos também associados a persisténcia da lactase,

devem ser realizados.
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7 CONCLUSOES

A frequéncia do alelo -13910T € mais elevada na populacdo menonita
comparada a euro-brasileira.

A variante alélica africana -14010C néo foi encontrada entre os menonitas e
euro-brasileiros do sul do Brasil.

Na populacdo menonita, a persisténcia da lactase esta associada ao habito
de ingerir leite.

Na populacdo menonita, a hipolactasia primaria ndo est4 associada aos
sintomas de ma-digestao do leite.

O teste genético, com base no marcador -13910 C>T, é indicado para o
diagnostico de hipolactasia primaria nas populacdes de descendéncia
europeia do Brasil. Entretanto, devido a diversidade racial neste pais e o
relato de outros polimorfismos encontrados na Africa e no Oriente Médio,
associados a persisténcia da lactase, mais estudos sdo necessarios para

validar este teste entre outros grupos étnicos brasileiros.
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PROTOCOLO DE INCLUSAO DE INDIVIDUOS

“PREVALENCIA DA PERSISTENCIA DA LACTASE NA POPULACAO MENONITA DO
BRASIL”

DADOS PESSOAIS

Nome:

Telefones:
Cidade:
Data de nascimento: / / Sexo: () Masculino () Feminino

QUESTIONARIO

1. Com que freqiéncia vocé toma leite?

2. Vocé apresenta algum dos seguintes sintomas de ma-digestao do leite?
Diarréia: ( ) Sim ( ) Néo

Flatuléncia (eliminag&o de gases intestinais): ( ) Sim ( ) Nao

Distensdo abdominal (aumento de volume do abdomen): ( ) Sim ( ) Ndo

Dor abdominal: ( ) Sim ( ) Néo

Vomito: () Sim () Nao

Com que freqiiéncia? ( ) Sempre ( ) Frequentemente ( ) Asvezes ( ) Raramente
OBS:

3. Vocé apresenta alguma(s) das seguintes doengas?

(') Intoleréncia a lactose () Doenca de Crohn

() Enterite Infecciosa ( ) Enterite induzida por drogas ou radiagéo
( ) Giardiase ( ) Doenca diverticular do cdlon

( ) Doenca Celiaca ( ) Anemia

() Doenca inflamatéria intestinal

4. Alguém da tua familia tem intolerancia a lactose?
()Sim () Néo

Caso sim, quantos e quem da familia?
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Prevaléncia da Persisténcia da Lactase na Populagdo Menonita do Brasil”

Investigador: Stefanie Epp Boschmann

Local da Pesquisa: Laboratorio de Imunopatologia Molecular — Servico de Anatomia Patolégica — HC/UFPR
Endereco e telefone (celular): Rua Padre Camargo, 280, Alto da Gléria, Curitiba (Setor Ciéncias da Salde),
Tel. celular: (41) 9167-1363 (Stefanie)

PROPOSITO DA INFORMACAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por um profissional de salide agora
denominado pesquisador. Para poder participar, € necessario que vocé leia este documento com atengdo. Ele
pode conter palavras que vocé nao entende. Por favor, pega aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer
palavra ou procedimento que vocé ndo entenda claramente.

O propésito deste documento é dar a vocé as informagdes sobre a pesquisa e, se assinado, dard a sua permissao
para participar no estudo. O documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou
desconfortos caso queira participar. Vocé sé deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se recusar a
participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAO

Os menonitas fazem parte de um grupo étnico que tem uma longa histéria, desde o século XVI, caracterizada
pelo isolamento em colbnias e pelos casamentos endogamicos. Devido a este fato, diversas doencas sao comuns
entre eles, como céncer e diabetes. Acreditamos que a causa para isso sdo mudangas em células do organismo
gue podem passar de pais para filhos (mutacGes hereditarias).

A lactase, uma substancia encontrada em células do nosso intestino, é essencial em recém-nascidos cuja fonte de
nutricdo exclusiva é o leite. Esta substancia transforma a lactose (principal componente de carboidrato do leite)
em componentes (glicose e galactose) que sdo absorvidos pelo intestino. A sua atividade diminui ap6s o
desmame na maioria das pessoas. A “persisténcia da lactase” caracteriza-se pela presenca da enzima lactase em
grande ou média quantidade em pessoas adultas e é causada por alteracfes em uma parte especifica das nossas
células. Pessoas com “lactase ndo persistente”, também chamada de “hipolactasia” (apresentam lactase em
pequena quantidade apos a infancia), podem desenvolver a intolerancia a lactose, caracterizada pela presenca de
sintomas de ma-digestdo do leite, como dor abdominal, flatuléncia e diarréia. Uma alteracdo nas células
(mutacéo hereditéria) relacionada com a “persisténcia da lactase” é encontrada, especialmente, em europeus. Os
menonitas sdo descendentes europeus e, portanto, existe a possibilidade de que eles apresentam a “persisténcia
da lactase”.

Da mesma forma, outras doencas encontradas entre 0s menonitas podem ter alguma relagdo com mudancas
celulares transmitidas de pais para filhos. Através de futuras pesquisas poderiamos entender a causa dessas
doengas e ajudar por meio de orienta¢des e aconselhamento genético.

PROPOSITO DO ESTUDO

Pretendo, através desse estudo, investigar mudangas nas células, responsaveis pela “persisténcia da lactase”, que
predominam entre os menonitas. Individuos que ndo apresentam estas alteracbes podem desenvolver a
intolerancia a lactose ap0s a infancia. Nosso proposito € investigar esta condicdo na populacdo Menonita do
Brasil.

Pretendemos também usar o material bioldgico, adquirido por meio da coleta de sangue, para formar um “banco
de material bioldgico” para futuros projetos de pesquisa. Entretanto, este material sera apenas utilizado em
outros projetos de pesquisa, caso estes sejam aprovados pelo Comité de Etica. Este banco sera mantido por 05
anos, sob a responsabilidade da Professora lara Jose de Messias-Reason, sendo que, se necessério, serdo
solicitados mais 05 anos para o Comité de Etica. Apds este periodo, o material sera descartado conforme as
normas da Vigilancia Sanitaria.

SELECAO

Nesta pesquisa incluimos pessoas que fazem parte da populagdo menonita do Brasil, apenas adultos, maiores de
18 anos, de ambos 0s sexos e que assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido.

N&o fardo parte da pesquisa pessoas com idade abaixo de 18 anos e que ndo concordarem em assinar o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

PROCEDIMENTOS

Este estudo envolve duas etapas: aplicacdo de um questionario e coleta de sangue. Havera baixo risco
relacionado a coleta de sangue. VVocé podera apresentar uma leve dor, ardéncia e a formacéo de manchas roxas.
Em caso de alguma complica¢do maior, nos responsabilizamos para que seja atendido por algum profissional de
sadde ou, quando necessario, por uma equipe multiprofissional de salde, sendo o atendimento gratuito. Caso
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vocé apresente tendéncia para desenvolver a intolerancia a lactose, vocé sera beneficiado por meio de
orientacGes dadas por um profissional de saude.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA:

Sua decisdo em participar deste estudo é voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar no estudo. Uma vez que
vocé decidiu participar do estudo, vocé pode retirar seu consentimento e participacdo a qualquer momento. Se
voceé decidir ndo continuar no estudo e retirar sua participacdo, vocé ndo perdera qualquer beneficio ao qual vocé
tem direito.

CUSTOS
Néo havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO
Sua participacdo é voluntaria, portanto vocé ndo serd pago por sua participacdo neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E ACESSO AOS
REGISTROS:

O Investigador responsavel pelo estudo e equipe iré coletar informagdes sobre vocé. Em todos esses registros um
codigo substituird seu nome. Todos os dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados
coletados serfo usados para a avaliagdo do estudo, membros das Autoridades de Salde ou do Comité de Etica
podem revisar 0s dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em publica¢Ges cientificas sobre o
assunto pesquisado. Porém, sua identidade n&o sera revelada em qualquer circunstancia.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questdo mais adiante com a pessoa
responsavel pelo estudo.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiver (em) alguma divida com relagdo ao estudo, direitos do individuo, ou no caso de
danos relacionados ao estudo, vocé deve contatar Stefanie Epp Boschmann, pelo telefone (41) 3022-0168
(residencial) ou pelo celular (41) 9167-1363. Se vocé tiver ddvidas sobre seus direitos como participante da
pesquisa, vocé pode contatar Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana, pelo telefone: 3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com
conhecimento cientificos e ndo cientificos que realizam a revisdo ética inicial e continuada do estudo de pesquisa
para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste documento.
Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, e que eu posso interromper minha participacdo a qualquer
momento sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para 0 estudo sejam usados para 0 proposito
acima descrito. Eu entendi a informag&o apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para
fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas. Eu receberei uma copia assinada e datada deste
Documento de Consentimento Informado.

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DATA

NOME DO INVESTIGADOR DATA
ASSINATURA



