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RESUMO

A lactase é uma enzima localizada no intestino delgado, responséavel pela hidrélise da
lactose (dissacarideo) a glicose e galactose — monossacarideos passiveis de
absorcdo pela parede intestinal. Sua expressao € elevada em mamiferos recém-
nascidos e diminui progressivamente apos o desmame (fendtipo lactase nao
persistente ou LNP). Contudo, algumas populagbes humanas com histérico de
pastoralismo e ordenha, associado ao consumo de leite e derivados, tém a atividade
enzimatica mantida ao longo da vida (fenétipo lactase persistente ou LP), sendo um
dos exemplos mais conhecidos de coevolugdo gene-cultura. A manutencdo da
expressao da enzima, nesses casos, esta associada a polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs) na regido intensificadora do gene LCT (responsavel por codificar a
lactase), que sobrepbem ao gene MCMG6. As substituicbes que originaram estes
polimorfismos ocorreram por convergéncia evolutiva em populacdes pastoralistas de
diferentes continentes, como as mutac¢des originadas na Europa -13910 C>T e -22018
G>A (localizadas nos introns 13 e 9, respectivamente); as originadas na Africa -13907
C>G, -14009 T>G, -14010 G>C e a originada no Oriente Médio -13915 T>G
(localizadas no intron 13). Considerando o carater miscigenado da populagéo
brasileira, que possui ancestralidade amerindia, africana, europeia e asiatica (em
menor proporcdo), é esperado que esses diferentes alelos ocorram no pais. No
entanto, os estudos acerca de polimorfismos associados a LP no Brasil referem-se
majoritariamente ao alelo -13910*T, de origem europeia, e nunca incluiram
populacdes de Comunidades Quilombolas — cuja ancestralidade tende a ser
predominantemente africana. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi
identificar polimorfismos associados ao fendtipo da persisténcia da lactase em
populacdes afro-brasileiras de Curitiba e Regido Metropolitana (PR) e da Comunidade
Quilombola de Sertdo do Valongo (SC), no Sul do Brasil. Para tanto, foram incluidas
amostras coletadas previamente de 241 e 18 individuos de Curitiba e Regido e de
Sertdo do Valongo, respectivamente, as quais passaram por reacfes de amplificacéo
e sequenciamento de uma regido do intron 13 do gene MCM6 e andlises
bioinforméticas. Foram observadas mutacfes associadas ao fenétipo LP somente nos
afro-brasileiros de Curitiba e Regido, sendo elas as variantes -13910*T (18,7%), -
13915*G (0,2%), originadas na Europa e Oriente Médio, respectivamente, e a variante
-14011*T (0,2%), de origem néo especificada. O polimorfismo -13730 T>G, que possui
associacao ndo confirmada a LP, foi o Unico observado em ambas as populacées, nas
frequéncias de 2,5% em Curitiba e Regido e de 16,7% em Sertdo do Valongo — a
maior ja reportada para este alelo. Consequentemente, através de inferéncia, foi
constatada predominancia de individuos LNP em ambas as populagcfes, sendo que
em Sertdo do Valongo este foi o Unico fenétipo observado. A auséncia de outros alelos
de origem africana em ambos 0s grupos investigados provavelmente decorre de
eventos de deriva genética. A prevaléncia do SNP de origem europeia nos afro-
brasileiros de Curitiba se deve a elevada proporcdo de ancestralidade europeia
encontrada em brasileiros — sobretudo na regido Sul do pais. Na populagéo de Curitiba
investigada foram identificados sete haplotipos, dos quais apenas dois estao também
presentes em Sertdo do Valongo. A menor diversidade genética observada na
Comunidade de Sertdo do Valongo concorda com a auséncia de fluxo génico recente
e acao da deriva genética devido ao efeito fundador na formacéo da comunidade. Tais
fatores contribuem para a diferenciacdo genética intermediaria constatada com
relacédo a outras populagdes afro-brasileiras.
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ABSTRACT

Lactase is an enzyme located in the small intestine. It is responsible for the hydrolysis
of lactose (disaccharide) into glucose and galactose — monosaccharides absorbed by
the intestinal mucosa. Lactase expression is high in newborn mammals and decreases
progressively after weaning (lactase non-persistence phenotype or LNP). However,
some human populations with pastoralism and milking history, associated with milk
and dairy products consumption, show high enzymatic activity throughout adulthood
(lactase persistence phenotype or LP) — one of the most popular examples of gene-
culture coevolution. The maintenance of lactase activity, in these cases, is associated
with single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the enhancer region of the LCT gene
(accountable for codifying the lactase enzyme), overlapping the MCM6 gene. The
nucleotide substitutions that originated these polymorphisms have arisen due to
convergent evolution in pastoralist populations from different continents, like the -
13910 C>T and -22018 G>A (located in introns 13 and 9, respectively) polymorphisms
that originated in Europe; the -13907 C>G, -14009 T>G, -14010 G>C polymorphisms
that originated in Africa, and the -13915 T>G (residing in intron 13) polymorphisms that
originated in the Middle East. Considering the Brazilian population’s admixture, which
has Amerindian, African, European, and Asian ancestry (in lower proportion), it is
expected that these different alleles be found in the country. Nevertheless, the studies
regarding polymorphisms associated with LP in Brazil refer mostly to the -13910*T
allele of European origin and never included data from the Quilombolas Communities
— whose ancestry tends to be predominantly African. Therefore, the present study
aimed to identify polymorphisms associated with lactase persistence phenotype in
Afro-Brazilian populations from Curitiba and Metropolitan Region (Parané state), and
Sertdo do Valongo’s Quilombola Community (Santa Catarina state), both located in
Southern Brazil. Collected samples were included, from 241 and 18 individuals from
Curitiba and Sertdo do Valongo, respectively, which were submitted to amplification
reactions and sequencing of a region from the intron 13 from the MCM6 gene, as well
as bioinformatics analysis. Polymorphisms associated with LP phenotype were
observed only in Afro-Brazilians from Curitiba, including the -13910*T (18,7%) and -
13915*G (0,2%) alleles, which originated in Europe and the Middle East, respectively,
and the -14011*T (0,2%), unspecified origin. The -13730*G variant, which has an
unconfirmed association with LP phenotype, was the only polymorphism observed in
both populations, with 2,5% in Curitiba and 16,7% in Sertdo do Valongo — the highest
frequency ever reported for this allele. Hence, through phenotype inference, a
predominance of LNP individuals in both populations was verified, as this phenotype
was the only one observed in Sertdo do Valongo. The absence of other African origin
alleles in both groups assessed comes, presumably, from genetic drift events. In
contrast, the prevalence of the European origin SNP in Curitiba’s Afro-Brazilians
results from the high European ancestry proportion found in southern Brazilians. In the
examined population of Curitiba, seven haplotypes were identified, of which only two
are also present in Sertdo do Valongo. The lowest values of genetic diversity observed
in the Sertdo do Valongo’ Community correlate with the recent absence of genetic flow
and the genetic drift activity caused by the founding effect on the community’s



development. These factors contribute to the intermediate genetic differentiation found
with other Afro-Brazilian populations.

Keywords: Lactase persistence; Afro-Brazilians; Quilombola Community.
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1 INTRODUCAO

A lactase, ou B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23), é encontrada exclusivamente na
mucosa do intestino delgado, mais precisamente nas bordas em escova dos
enterocitos (SWALLOW, 2003). A enzima hidrolisa a lactose (dissacarideo) em glicose
e galactose (monossacarideos), absorviveis pela parede intestinal (CAMPBELL,;
WAUD; MATTHEWS, 2009). Em seres humanos, a lactase € codificada
exclusivamente pelo gene LCT, localizado no brago longo do cromossomo 2, na
posicdo 21 (HARVEY et al., 1993).

A expressao da lactase é elevada em mamiferos recém natos, incluindo seres
humanos, e diminui significativamente apés o desmame (ocasido em que o leite deixa
de fazer parte da dieta desses animais), conferindo-lhes o fenétipo da lactase nao
persistente (LNP) (FLATZ, 1987; SWALLOW, 2003). Contudo, em seres humanos, a
atividade enzimatica pode ser mantida mesmo na vida adulta — caracterizando o
fenotipo de persisténcia da lactase (LP) (FLATZ, 1987).

O declinio da expressao e, consequentemente, da atividade enzimatica da
lactase ao longo do desenvolvimento dos individuos resulta (de maneira
assintomética) na ma digestdo e absorcdo da lactose (MATTAR; MAZO, 2010),
podendo progredir para um quadro sintomatico denominado hipolactasia primaria,
condicdo que possui manifestagbes clinicas como nausea, vomito, flatuléncia,
borborigmos, célica abdominal, distensdo abdominal, esteatorreia (presenca de
gordura nas fezes), constipacdo e diarreia apds o consumo de leite e laticinios
(FLATZ, 1987; SAHI, 1994a). Ha ainda outras patologias relacionadas a modificacfes
na expressado da lactase, como a hipolactasia congénita, condicdo na qual recém-
nascidos apresentam baixa atividade da lactase ou até mesmo sua completa auséncia
(ASP et al., 1973; HOLZEL; SCHWARZ; SUTCLIFFE, 1959; ROBAYO-TORRES;
NICHOLS, 2007), e a hipolactasia secundaria, quadro no qual a diminuicdo da
atividade enzimatica da lactase decorre de danos ocasionados na mucosa intestinal
(VILLAKO; MAAROOS, 1994). No presente estudo, serdo investigados alelos
associados a nao persisténcia da lactase decorrente exclusivamente da hipolactasia
primaria.

A alta prevaléncia da persisténcia da lactase € encontrada em populacées com
histérico pastoralista e de ordenha, englobando populacdes ao Leste e Oeste da
Africa, Oriente Médio e Noroeste da Europa (ITAN et al., 2010; MCCRACKEN, 1971;
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RANCIARO et al., 2014). Tal correlacdo indica o carater adaptativo desta condicao
(JONES et al., 2013; LEONARDI et al., 2012).

A ocorréncia do fenétipo LP nas populac¢des das localidades mencionadas esté
associada a polimorfismos presentes na regiao intensificadora do gene LCT. As
primeiras variantes descritas nesta regido foram os SNPs (polimorfismos de
nucleotideo Unico, do inglés single nucleotide polymorphisms) -13910 C>T
(rs4988235) e -22018 G>A (rs182549), localizados respectivamente nos introns 13 e
9 do gene MCMS6, encontrados em individuos lactase persistentes do Noroeste da
Europa, especificamente em finlandeses (ENATTAH et al., 2002). Estudos posteriores
identificaram, em populacdes da Africa Oriental e Oriente Médio, outros polimorfismos
associados ao fenétipo em questéo, incluindo os SNPs -14010 G>C (rs145946881); -
13907 C>G (rs41525747) e -13915 T>G (rs41380347) (INGRAM et al.,, 2007,
TISHKOFF et al., 2007).

A existéncia de diferentes mutacfes, em altas frequéncias, culminando num
mesmo fendtipo em populacbes de localidades distintas evidencia um processo
denominado de evolucdo convergente. Além disso, trata-se de um exemplo de
coevolucdo gene-cultura pois o aumento da frequéncia € decorrente da selecao
positiva produzida pelo consumo de leite (TISHKOFF et al., 2007).

As populacbes que compdem o Brasil possuem ancestralidade bastante
diversa, decorrente de seu historico marcado principalmente pelo povoamento inicial
por amerindios; posterior colonizacao e invasdo por europeus a partir do século XVI;
intenso trafico de africanos da regido subsaariana para trabalho escravo entre os
séculos XVI e XIX; e imigracdo acentuada de europeus para substituicdo de mao de
obra escrava e “branqueamento” nos séculos XIX e XX (CALOGERAS, 1938;
SANTOS, 2002). Consequentemente a ancestralidade gendomica dos brasileiros —
apesar de variar de acordo com a regido — € bastante heterogénea, com
predominancia europeia seguida de africana e amerindia (PENA et al., 2011). E
importante salientar que mesmo individuos que se autodeclaram afro-brasileiros
apresentam porcentagens significativas de ancestralidade europeia (KIMURA et al.,
2013; MUNIZ et al., 2008; PENA et al., 2011).

Os africanos trazidos para o Brasil, para desempenharem trabalho escravo,
entre os séculos XVI e XIX eram provenientes da Africa Ocidental e Ocidental-Central
(GONCALVES et al., 2008; SOUZA, 2008). Essas areas possuiam uma vasta

extensdo geografica e continham grande diversidade de povos, incluindo alguns de
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origem étnica Bantu (HUNEMEIER et al., 2007), de forma que haplétipos associados
a essa ancestralidade ja foram identificados em populacbes afro-brasileiras
(SALZANO; BORTOLINI, 2002). As localidades ao Leste do continente africano tém
populacées que, atualmente, apresentam alta prevaléncia do fenétipo de persisténcia
da lactase e elevada frequéncia do alelo -13910*T — inserido nesses povos a partir do
fluxo génico com populacdes néo africanas (BERSAGLIERI et al., 2004; ITAN et al.,
2010; MATTAR; MAZO; CARRILHO, 2012; RANCIARO et al., 2014; TISHKOFF et al.,
2009). Contudo, é importante destacar a alta frequéncia desse fendtipo relacionada
aos alelos -14010*C; -13907*G; -13915*G em populacbes de origem Bantu
(TISHKOFF et al., 2007).

Em populacgdes brasileiras, foi reportada a prevaléncia (43,0%) do polimorfismo
-13910 C>T em brancos (n = 399) e pardos (n = 65), enquanto que em pretos (n = 50)
e descendentes de japoneses (n = 53) as frequéncias sdo de 20,0% e 0,0%,
respectivamente (MATTAR et al., 2009). Além do SNP mencionado, ja foram
identificados em brasileiros com ancestralidade africana os polimorfismos -14010 G>C
e -14011 C>T associados a persisténcia da lactase, bem como as variantes -13779*C
e -13937*A — cuja associacao ao fenoétipo ndo foi confirmada (FRIEDRICH et al.,
2012a; LIEBERT et al., 2016).

Em sintese, embora haja alguns estudos que trazem dados sobre
polimorfismos relacionados ao fenétipo LP na populagdo afro-brasileira (FRIEDRICH
et al.,, 2012b; MATTAR et al., 2009, 2013), eles se referem majoritariamente a
investigacdo do SNP -13910 C>T, de origem norte-europeia, e nao incluem
populacbes do Parand e Santa Catarina nem populacdes de Comunidades
Quilombolas. Além disso, os testes genéticos para diagnostico da hipolactasia
primaria no pais baseiam-se predominantemente no polimorfismo de origem europeia
-13910 C>T, diminuindo a efetividade do exame devido a composi¢do multiétnica da
populacéo brasileira. Portanto, a caracterizacao das frequéncias das variantes -13907
C>G, -13915 T>G, -14009 T>G (rs869051967), -14010 G>C, -14011 C>T (rs4988233)
— também associadas a persisténcia da lactase — permitira a otimizacdo do

diagnéstico genético da hipolactasia primaria em brasileiros.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEITE

A lactacdo é um importante atributo de mamiferos, e caracteriza-se pelo
suprimento nutritivo da prole através da secrecao de leite pelas glandulas mamarias
(LEFEVRE; SHARP; NICHOLAS, 2010). A importancia desta caracteristica para o
grupo é tao significativa que ela foi utilizada para nomea-lo, por Carl Linnaeus, no
século XVIII (GREGORY, 1910).

O leite assegura a nutricao e, consequentemente, a sobrevivéncia dos filhotes
recém-nascidos, sendo assim 0s componentes e suas respectivas concentragdes irdo
variar de acordo com as necessidades de cada espécie (POTTER; HOTCHKISS,
1995). Além disso, por tratar-se de um fluido corporal, sua composicao também estara
sujeita a alteracfes devido a diversos fatores como o estado de saude do animal,
idade, época do ano, dentre outros (FLATZ, 1987; JENSEN; BLANC; PATTON, 1995;
PICCIANO, 2001; POTTER; HOTCHKISS, 1995). A composicao do leite inclui 83 a
87,0% de agua e 12,0 a 17,0% de componentes solidos, os quais compreendem
lipideos, proteinas, sais minerais e carboidratos (porcentagens avaliadas em vacas,
cabras, ovelhas, bufalas, zebus e humanos) (POTTER; HOTCHKISS, 1995). De todos
0s componentes solidos mencionados, 0os mais abundantes sdo os carboidratos —
sendo a lactose o principal deles. Sua concentracdo pode variar de 4,0 a 7,0% da
composicao total do leite, e esta presente em todos os mamiferos, com excecéo das
familias Otariidae e Odobenidae — pertencentes a subordem Pinnipedia — que
correspondem as focas e lees marinhos e as morsas, respectivamente (POTTER,;
HOTCHKISS, 1995; REICH; ARNOULD, 2007). O leite humano é o que apresenta a
maior concentracdo de lactose ja encontrada, sendo equivalente a 6,98% do volume
total, o que corresponde a 68 gramas por litro (g/L) em média (JENSEN; BLANC,;
PATTON, 1995; PICCIANO, 2001; POTTER; HOTCHKISS, 1995).

2.2 LACTOSE E LACTASE
A lactose (4-O-B-D-galactopyranosyl-D-gluco-pyranose) € um dissacarideo

presente exclusivamente no leite (FIGURA 1). E composta pelos mondmeros glicose

e galactose e sua sintese ocorre nas células das glandulas mamarias de mamiferos,
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através da enzima lactose sintase (E.C 2.4.1.22) (KRETCHMER, 1972; KUHN;
CARRICK; WILDE, 1980). Como ja mencionado, este carboidrato possui um
importante papel na nutricdo de mamiferos e também atua na diminuicdo da carga
osmoética (MUSTAPHA; HERTZLER; SAVAIANO, 1997).

FIGURA 1 - ESTRUTURA DA LACTOSE

§CH,OH

FONTE: NELSON; COX (2014)

A digestdo da lactose demanda uma enzima especifica denominada lactase-
florizina hidrolase (E.C. 3.2.1.108) — comumente conhecida apenas como lactase.
Trata-se de uma [(-galactosidase localizada no jejuno (segunda porcédo do intestino
delgado), na superficie apical das bordas em escova dos enterécitos (células do
epitélio do intestino delgado) juntamente com outras hidrolases como a maltase-
glicoamilase e a sucrase-isomaltase (KRETCHMER, 1972; NICHOLS et al., 2002;
SWALLOW, 2003). A lactase promove a hidrélise da lactose em glicose e galactose,
monossacarideos absorviveis pelos enterécitos e liberados na corrente sanguinea
(LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008). Parte da glicose liberada € aproveitada
pelos enterdcitos, enquanto o restante é convertido para a geracdo de energia. Da
mesma forma, grande parte da galactose é absorvida no intestino delgado e é
empregada na biossintese de glicolipideos e glicoproteinas, ou pode ser transportada
para o figado e armazenada na forma de glicogénio (KRETCHMER, 1972; LOMER,;
PARKES; SANDERSON, 2008; MATTAR; MAZO, 2010; WALKER; THOMAS, 2019).
Estudos recentes sugerem que a galactose pode permanecer no colon (localizado no
intestino grosso) e servir como fonte de nutricAo para bactérias 14 presentes —
possivelmente atuando como prebidtico (CEDERLUND et al., 2013; MACFARLANE;
CUMMINGS, 1999; WALKER; THOMAS, 2019) (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - METABOLISMO DA LACTOSE

A B Intestino delgado
Jejuno ileo Célon
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FONTE: MOREIRA et al. (2018); adaptado de comunicacéo pessoal de Alessia Ranciaro, 17 de marco
(2020).

LEGENDA: A = hidrdlise enzimatica da lactose catalisada pela lactase; B = metabolismo da lactose no
intestino delgado.

Por ser uma enzima empregada exclusivamente na digestdo da lactose
presente no leite e este, por sua vez, € disponivel somente nas primeiras fases da
vida do animal, a lactase tem sua atividade reduzida ap6s o desmame, sendo tal
reducdo mantida ao longo do desenvolvimento dos mamiferos (FLATZ, 1987). Apesar
desse padrdo geral ser o mesmo entre 0s animais, ha algumas diferencas. Em
mamiferos ndo humanos, a atividade enzimatica s6 é detectada apds o nascimento e
decai no periodo pés-amamentacgéo para niveis inferiores a 10,0% (MONTGOMERY
et al.,, 2007). Em contrapartida, em humanos, a atividade enzimatica (apesar de
reduzida) ja pode ser identificada na oitava semana de gestacdo, seus niveis
aumentam até a 342 semana, no terceiro trimestre, e alcangcam o pico de atividade no
momento do nascimento, enquanto o declinio da atividade ocorre na metade da
infancia — podendo variar (LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008).

Lebenthal e colaboradores (1975) demonstraram que, em humanos, a atividade
da lactase sofre poucas alteracbes até os trés anos de idade e variacBes entre
populac6es sédo imperceptiveis. A partir dos cinco anos a diferengca no comportamento
enzimatico entre populagdes torna-se evidente, emergindo grupos com muita e pouca
atividade enzimatica. No Sri Lanka, por exemplo, foi observado que a reducéo da
atividade enzimatica ocorre entre os cinco e dez anos de idade e acentua-se a partir
dos onze anos (THOMAS et al., 1990). Em populacdes da Africa do Sul, o declinio foi
identificado em criangas indianas por volta dos oito anos de idade, enquanto que em
criancas sul-africanas foi observado a partir dos trés anos de idade (similar ao
encontrado em criancas do Japao) (NOSE et al.,, 1979; WITTENBERG; MOOSA,
1990). Contrapondo-se a esses achados, Sahi e colaboradores (1983) identificaram
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na Finlandia a reducédo ocorrendo em etapas mais avancadas do desenvolvimento,
entre dez e vinte anos de idade. A atividade enzimatica continua a declinar ao longo
da vida, de modo que a mé digestéo da lactose € mais prevalente em idosos do que
em adultos jovens (RAO et al., 1994; THOMAS et al., 1990).

A reducdo ou auséncia da atividade da lactase impossibilita a digestdo e
absorcéo da lactose. O dissacarideo, entdo, deixa o intestino delgado e segue para a
porgdo proximal do colon, onde, por meio da agdo da microbiota intestinal, ocorre sua
fermentacdo — produzindo &cidos graxos de cadeia curta (principalmente acetato,
butirato e propionato) e gases (hidrogénio (Hz), gas carbdnico (CO2) e metano (CHa))
como metabdlitos (HE et al., 2008). A concentracdo em que cada um dos metabdlitos
€ produzido e, consequentemente, os sintomas gerados variam de acordo com a
composi¢do da microbiota de cada individuo (ANGUITA-RUIZ; AGUILERA,; GIL, 2020;
LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008). Os acidos graxos podem ser removidos do
coélon por diferentes vias: absorcéo ou utilizacao pelas células do célon (colondécitos),
eliminacdo pelas fezes ou incorporacdo na biomassa da microbiota. Os gases
produzidos, por sua vez, sao absorvidos do intestino pelo sangue e podem ser
eliminados pelos pulmbes ou através de flatos (HE et al., 2008). Este processo de
fermentacdo pode, embora ndo necessariamente ocorra, gerar sintomas como dor
abdominal e sensacao de estufamento devido ao aumento do transito intestinal, (HE
et al., 2008) e diarreia, devido ao gradiente osmaético estabelecido na parede intestinal
(HE et al., 2008; INGRAM et al., 2009a) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - DIGESTAO DA LACTOSE NO TRATO INTESTINAL
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FONTE: Adaptado de SEGUREL e BON (2017).

2.3 DEFICIENCIAS DA LACTASE

Enfermidades associadas a méa digestdo da lactose em humanos comecaram
a ser estudadas no inicio do século XX, a partir da correlagdo com a diarreia
(KRETCHMER, 1971; PORTER; DUNN, 1915). Na década de 1950, Holzel e
colaboradores (1959) identificaram pela primeira vez, em criang¢as, a incapacidade de
realizar a hidrélise da lactose, ocasionando sintomas como diarreia e desnutricao. Por
incluir irmaos gémeos com o mesmo fendtipo no estudo, 0os autores sugeriram um
carater hereditario para esta condicdo (HOLZEL; SCHWARZ; SUTCLIFFE, 1959). A
auséncia da atividade da lactase e a ma digestdo da lactose foram observadas
também em adultos saudaveis (AURICCHIO et al., 1963; DAHLQVIST et al., 1964),
havendo indicios de que seriam condi¢des adquiridas na maioria dos casos, uma vez
que os individuos ndo apresentavam tais sintomas quando criancas (DUNPHY et al.,
1965; HAEMMERLI et al., 1965). Posteriormente, estudos demonstraram que a
ocorréncia desta condicdo seria mais frequente do que se supunha (CUATRECASAS,;
LOCKWOOD; CALDWELL, 1965; SIMOONS, 1969).

A alteragcdo do comportamento enzimatico da lactase ao longo da vida é
consequéncia de modificagfes na expressédo do gene LCT, responsavel por codifica-
la, sendo um processo programado no qual a diminuicdo da expresséo génica pode

ser observada em criancas a partir dos dois anos de idade (WANG et al., 1998). Tal
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condicao caracteriza a hipolactasia primaria (também chamada de hipolactasia do tipo
adulto), traco recessivo autossémico que, frequentemente, possui sintomas como
flatuléncia, dor abdominal e diarreia apés o consumo de leite e laticinios — sendo esta
a deficiéncia da lactase abordada no presente estudo (TROELSEN, 2005).

Além da hipolactasia primaria, ha outras duas patologias associadas a baixa
expressdo ou auséncia da lactase e, por apresentarem etiologias distintas, €
importante diferencia-las. A hipolactasia secundaria é um quadro clinico no qual a
diminuicdo da atividade enzimética é adquirida através de eventos que danifiquem a
mucosa intestinal de alguma forma, portanto o impacto na digestdo da lactose ira
depender da dimensdo do dano — podendo ser completo ou parcial (VILLAKO;
MAAROOS, 1994). Além disso, nos casos em que a integridade do tecido é
reestabelecida, o quadro pode ser revertido — Gnico caso no qual a ma-digestao da
lactose é reversivel (MONTALTO et al., 2006). Dentre os eventos que proporcionam
o desenvolvimento da hipolactasia secundaria estdo inclusas algumas
enteroparasitoses (como giardiases e ascaridiases); gastroenterites agudas
(bacterianas e virais); administracdo de alguns farmacos (como neomicina e
colchicina) e patologias gastrointestinais como doenca celiaca e doenca de Crohn
(CARRERA; NESHEIM; CROMPTON, 1984; KERLIN; WONG, 1987; VILLAKO;
MAAROOQOS, 1994). A hipolactasia congénita (assim como a primaria) € de origem
genética, sendo um traco autossdmico recessivo raro (identificado, na Finlandia, em
1 a cada 60.000 individuos), caracterizado pela baixa atividade da lactase ou até
mesmo sua completa auséncia em recém-nascidos — apesar da mucosa intestinal ser
classificada como histologicamente saudavel (ASP et al., 1973; NEVANLINNA, 1972;
NORIO; NEVANLINNA; PERHEENTUPA, 1973; ROBAYO-TORRES; NICHOLS,
2007). Possui sintomas como diarreia liquida, desidratacdo severa, acidose e perda
de peso ap6s a ingestdo de leite, havendo desaparecimento desses sinais clinicos
guando a dieta é livre de lactose (ROBAYO-TORRES; NICHOLS, 2007; SAVILAHTI;
LAUNIALA; KUITUNEN, 1983).

Deve-se destacar a diferenca existente entre a ma-digestao e a intolerancia a
lactose que, embora possam estar associadas, ndo possuem o mesmo significado
(BAYLESS; BROWN; PAIGE, 2017; SAHI, 1978). A ma-digestao da lactose, como o
préprio nome sugere, refere-se a problemas no processo de hidrolise do dissacarideo
decorrente de alteracdes na atividade da lactase — 0 que ndo necessariamente resulta
em manifestacgdes clinicas (HE et al., 2008; LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008).



24

Ja a intolerancia a lactose € a designacao conferida aos sintomas gastrointestinais
ocasionados pela digestdo incompleta do carboidrato, que incluem dor, inchaco,
flatuléncia, diarreia e borborigmos (HE et al., 2008; MATTHEWS et al., 2005; SAHI,
1994a). Desta forma, individuos assintomaticos podem ser classificados como ma-
digestores e tolerantes a lactose simultaneamente (HE et al., 2008).

Diversos métodos diagnosticos foram desenvolvidos e permitem identificar,
direta ou indiretamente, a m4-absorc¢éo e a intolerancia a lactose (FLATZ, 1987). Um
método direto invasivo e, portanto, pouco empregado, envolve a biopsia de uma
amostra do jejuno aliada a adicdo de um composto que reage diretamente com a
glicose liberada a partir da hidrolise da lactose (MATTAR; MAZO; CARRILHO, 2012).

Os métodos indiretos envolvem os chamados “testes de tolerancia a lactose”,
e consistem na ingestdo de lactose pelo paciente seguida de uma avaliagdo dos
efeitos deste consumo (que pode ser desempenhada por diferentes técnicas) (FLATZ,
1987; INGRAM et al., 2009a). Uma das técnicas mais utilizadas é a da curva glicémica,
na qual o sangue é coletado antes e apds a ingestdo da lactose (em intervalos pré-
determinados) e observa-se a concentracdo de glicose sanguinea. Neste teste,
individuos com alta capacidade de digestdo da lactose apresentam niveis
equivalentes ou superiores a 1,4 milimolar por litro (mmol/L), enquanto que naqueles
com baixa capacidade de digestdo os niveis ndo ultrapassam a 1,1 mmol/L (FLATZ,
1987; MATTAR; MAZO, 2010). Outra técnica emprega a administracao de etanol e
posterior avaliacdo da concentragédo de galactose e glicose no sangue. O etanol inibe
a conversao de galactose a glicose no figado, apos a digestdo da lactose, e, portanto,
a deteccdo de galactose sO6 ocorrerd em individuos que conseguem digerir 0
dissacarideo (FLATZ, 1987; MATTAR; MAZO; CARRILHO, 2012).

O teste respiratério do hidrogénio expirado também é um método indireto e é
considerado o mais recomendado para medir a digestdo da lactose — com
especificidade mensurada entre 85,0 e 100,0% e sensibilidade variando de 80,0 a
92,3% (LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008; MARTON; XUE; SZILAGYI, 2012,
MATTAR; MAZO, 2010; ROMAGNUOLO; SCHILLER; BAILEY, 2002). Este teste
baseia-se na producdo de hidrogénio (que é absorvido e eliminado pelos pulmdes)
através da fermentacdo da lactose ndo digerida no colon. Como a fermentagédo €
desempenhada pela microbiota intestinal, sua composicdo — variavel entre os
individuos — influencia o resultado do teste, podendo ocasionar conclusdes errbneas
(BABU et al., 2010; MYO-KHIN et al., 1999). Antes e ap0s a ingestao de lactose, em
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intervalos padronizados, a concentracdo de hidrogénio proveniente da expiracao do
paciente é examinada, sendo considerado intolerante quando ocorre um aumento (em
relacéo aos valores pré-ingestao de lactose) do hidrogénio expirado em 20 partes por
milhdo (ppm) (MATTAR; MAZO, 2010; ROMAGNUOLO; SCHILLER; BAILEY, 2002).

A genotipagem através da identificacdo de polimorfismos associados a
expressdo do gene da lactase € o método diagndstico para a ma-digestédo da lactose
mais recente e menos invasivo (MATTAR; MAZO; CARRILHO, 2012). Apesar de sua
acuracia ja ser reconhecida em alguns locais, sua efetividade depende da
identificacdo e compreenséo da distribuicdo de variantes polimorficas associadas a
persisténcia da lactase em diferentes populacbées (MARTON; XUE; SZILAGYI, 2012,
MATTAR et al., 2010; MATTAR; MAZO; CARRILHO, 2012; TISHKOFF et al., 2007
TROELSEN, 2005).

2.4 FENOTIPO DA PERSISTENCIA DA LACTASE

Apesar do estabelecimento no inicio do século XX de que em mamiferos, no
geral, os recém-nascidos apresentam o fenoétipo de persisténcia da lactase (LP) e os
adultos o fenétipo de nao persisténcia da lactase (LNP) (MENDEL; MITCHELL, 1907),
a identificacdo de humanos LNP ocorreu somente em 1959 (HOLZEL; SCHWARZ;
SUTCLIFFE, 1959). Desta forma, a concepcéo cientifica de que se tratava de um traco
“anormal” permaneceu até que, a partir da metade da década de 1960, estudos
comecaram a observar sua ampla ocorréncia em diferentes populacdes (FLATZ,
1987; SIMOONS, 1969). Cuatrecasas e colaboradores (1965) constataram a
frequéncia de 55,0% para o fenétipo LNP em populac¢des dos Estados Unidos, sendo
a elevada frequéncia identificada principalmente em afro-americanos (com
prevaléncia de 95,0%, em detrimento da frequéncia de apenas 10,0% em euro-
americanos) (BAYLESS; ROSENSWEIG, 1966). Posteriormente, a alta frequéncia
deste fendtipo foi também observada em populagdes de origem Bantu e ndo-Bantu da
Uganda (COOK; KAJUBI, 1966); em asiaticos do Japéao, Coreia e China (CHUNG;
MCGILL, 1968); em populacdes da Tailandia (KEUSCH et al., 1969); em amerindios
da Colémbia (ALZATE; GONZALEZ; GUZMAN, 1969) e em populacdes do Peru
(FIGUEROA et al., 1971).

Através dos estudos populacionais, filogenia de haplétipos e de modelos

matematicos para explicar as frequéncias mundiais dos fenétipos, foi possivel assumir
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qgue, na verdade, o fenétipo LNP (associado a hipolactasia primaria) seria o carater
ancestral — assim como o padrao existente nos demais mamiferos — e o fenétipo LP
em adultos, o carater derivado (MCBEAN; MILLER, 1998; SWALLOW, 2003).

2.4.1 Frequéncias do fenotipo de persisténcia da lactase

A partir da década de 1960, a identificacdo dos fenétipos LP e LNP comecou a
ser realizada em diferentes populacbes, demonstrando frequéncias discrepantes
(SIMOONS, 1969). De acordo com a hipétese cultural-historica, a mais aceita dentre
as hipoteses gque explicam a ocorréncia dos fenétipos, essa variacdo é atribuida as
diferencas em relacdo ao costume de consumir leite e laticinios entre populacdes
(HOLDEN; MACE, 1997; SIMOONS, 1970). Deste modo, devido a sele¢do natural, o
fendtipo LP é observado com maior frequéncia em populacdes com tradicoes
pastoralistas e de ordenha, enquanto que o fenotipo LNP é prevalente em populacdes
cujos habitos ndo incluem (tradicionalmente) o consumo de leite (MCCRACKEN,
1971; SIMOONS, 1970). De maneira geral, estima-se que um terco da populagao
mundial seja persistente para a lactase, em detrimento de dois tercos que ndo o
seriam (INGRAM et al., 2009a).

Na Europa, as frequéncias mais elevadas da persisténcia da lactase séo
encontradas na regido Noroeste do continente — em especial na Escandinavia — com
frequéncias variando de 90,0 a 100,0% (FLATZ, 1987; SEGUREL; BON, 2017). Na
Europa Central, a frequéncia da LP também é elevada, embora em menor propor¢ao
e com maiores variacdes: na Italia, por exemplo, ja foram observadas frequéncias de
82,0% e 46,0% nas regides Centro e Sul do pais, respectivamente (BURGIO et al.,
1984; CAVALLI-SFORZA et al., 1987; ITAN et al., 2010). Paises como Austria,
Republica Tcheca, Alemanha e Suica — também na Europa Central — possuem
populagcées com frequéncias superiores a 75,0% (BEYERLEIN et al., 2008; FLATZ et
al., 1982: LEICHTER, 1972; ROSENKRANZ et al., 1982; SAHI, 1994b; SEGUREL;
BON, 2017). Em sintese, a distribuicdo do fendtipo LP neste continente diminui
gradualmente nos sentidos leste - oeste / norte - sul (FLATZ, 1987; SWALLOW, 2003)
(APENDICE 1) .

Na Africa, as frequéncias da persisténcia da lactase n&o estdo relacionadas
unicamente com as regibes em que as populacdes habitam, como Bayoumi e

colaboradores (1981) evidenciaram num estudo na Republica do Sudédo, em que
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povoados vizinhos — com habitos pastoralistas e ndo pastoralistas — apresentavam
frequéncias variando de 38,0 a 76,0%. O fendtipo LNP € predominante na regiao Sul
do continente africano, apesar de estudos demonstrarem (através de inferéncia) a
também ocorréncia do fenétipo LP (BRETON et al., 2014; MACHOLDT et al., 2015;
RANCIARO et al., 2014; TORNIAINEN et al., 2009). Na porcdo ocidental do
continente, Niger e Senegal séo os paises em que foram identificadas as mais altas
prevaléncias do fendtipo LP (com frequéncias iguais a 87,3% na populagédo Tuareg do
Niger e 71,0% numa populacdo miscigenada do Senegal) (ARNOLD et al., 1980;
FLATZ; SCHILDGE; SEKOU, 1986; SAHI, 1994b). Na Africa Oriental, as mais altas
prevaléncias foram observadas no Quénia (88,0 e 89,0% nas populacbes Maasai e
Samburu, respectivamente) (TISHKOFF et al., 2007), Ruanda (93,0% na populacéo
Tutsi) (COX; ELLIOTT, 1974), na Tanzénia (85,7% na populacéo Iragw) (TISHKOFF
et al., 2007) e Sudao (83,2% na populacdo pastoril Beja) (BAYOUMI et al., 1982)
(APENDICE 2). No Norte da Africa e Oriente Médio, altas prevaléncias foram
identificadas em Beduinos da Arabia Saudita (81,0%) e Jordania (76,0%)
(DISSANAYAKE et al., 1990; HIJAZI et al., 1983), bem como em populacdes da regido
de Sinai, no Egito (65,7%) (HUSSEIN; EZZILARAB, 1994). E importante destacar que
todas as populacbes com elevadas frequéncias do fendtipo LP mencionadas
apresentam héabitos pastoralistas (APENDICE 3) .

Na Asia (com excecéo da regido do Oriente Médio), as frequéncias do fenétipo
da persisténcia da lactase sdo inferiores as encontradas na Europa e Africa — apesar
da existéncia de populacées com tradi¢cbes pastoralistas neste continente (SEGUREL;
BON, 2017). A elevada frequéncia deste fenoétipo foi identificada em populacdes do
Norte da india (72,6%) — contrapondo-se as baixas frequéncias encontradas no Sul
do pais (33,4%) — (TANDON; SINGH, 1981) e nas popula¢gbes Sindhi, Punjabi,
Pathan, Mohajir e Baloochi, do Sul do Paquistdo (com frequéncias variando de 80,0 a
100,0%) (RAB; BASEER, 1976). Um estudo posterior observou frequéncias
consideravelmente menores em populagcdes de grupos similares do Norte do
Paquist&o (variando de 30,0 a 42%) (AHMAD; FLATZ, 1984; SEGUREL; BON, 2017).
A discrepancia, de acordo com Flatz (1987), seria consequéncia das metodologias
empregadas. O fendtipo de ndo persisténcia da lactase é predominante nas demais
localidades do continente, e as maiores frequéncias do traco LP identificadas séao
provenientes das populacdes de Udmdartia e Komi-lzhems, na Russia (60,0% e 38,0%,
respectivamente) (ITAN et al.,, 2010; KOZLOV, 1998); no Sri Lanka (27,5%)
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(SENEWIRATNE; THAMBIPILLAI; PERERA, 1977) e nas populacdes Kazakh e
Tajiko-Uzbek, no Uzbequistdo (frequéncias de 21,0% e 11,0%, respectivamente)
(HEYER et al., 2011) (APENDICE 4).

Na Ameérica, as populagdes tradicionais amerindias possuem baixa frequéncia
do fendtipo da persisténcia da lactase — provavelmente decorrente da origem asiatica
desses povos, através da migracao via estreito de Bering (FLATZ, 1987; SALZANO;
BORTOLINI, 2002). Em populacdes esquimés do Alaska (Estados Unidos), foi
encontrada a frequéncia de 16,6% para o fenétipo LP (DUNCAN; SCOTT, 1972).
Nesse mesmo pais, estudos com amerindios nativos de Oklahoma constataram a
frequéncia de 17,5% para o fenétipo (CASKEY et al., 1977). No México, a auséncia
deste fendtipo e a frequéncia de apenas 2,3% foram observadas nas populacfes
Huicholes e Nahuas, respectivamente, enquanto que em populacbes miscigenadas
as frequéncias eram maiores — variando de 31,4% a 56,3% (OJEDA-GRANADOS et
al., 2016). A baixa prevaléncia também é observada em populacfes tradicionais da
América do Sul, sendo observadas as frequéncias de 12,5% em amerindios do
Equador (PAZ-Y-MINO et al., 2016) e de 10,0% em populacdes Mapuche, do Chile
(FERNANDEZ et al., 2016) (APENDICE 5).

Na Oceania, assim como nas Américas, ocorre a predominancia da néao
persisténcia da lactase nas populacdes tradicionais (FLATZ, 1987). Um estudo com
populacées aborigenes da Austrélia observou a frequéncia de 16,0% para o fenétipo
LP (BRAND et al., 1983). Na populacdo de Sepik, de Papua-Nova Guiné, foi
identificada a frequéncia de 22,0% (ARNHOLD; PERMAN; NURSE, 1981), enquanto
gue nas llhas Salomao a frequéncia ndo ultrapassa 1,0% (BERSAGLIERI et al., 2004;
ITAN et al., 2010; STORHAUG; FOSSE; FADNES, 2017) (APENDICE 6).

E importante destacar, contudo, que paises com historico de colonizag&o
europeia (comumente associado a dizimagcdo de populacdes nativas) e,
consequentemente, populagcbes com altas proporgbes de componentes de
ancestralidade europeia, possuem elevadas frequéncias do fenotipo LP (SEGUREL;
BON, 2017; STORHAUG; FOSSE; FADNES, 2017). Isto pode ser observado na
populacdo geral da Nova Zelandia (frequéncia de aproximadamente 90,0%), Australia
(frequéncias variando de 56,0% a 90,0%) e Canada (frequéncia de 41,0%)
(CAMPBELL; WAUD; MATTHEWS, 2009; STORHAUG; FOSSE; FADNES, 2017).
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FIGURA 4 - DISTRIBUICAO MUNDIAL DO FENOTIPO LP

. .4,1}
@ oo
o C o)
9P ‘ @] @)
e o [}
@ ‘ €] 4
o
® ®
eCe % @ o
@ 5
® o
® o ®
Frequéncia do fenétipo LP [7)
0,0-0,1 O
0,1-0,2 @

0,2-03
03-04
04-05
0,5-0,6
0,6-0,7

0,7-0,8
0,8-09
0,9-1,0

FONTE: Adaptado de ANGUITA-RUIZ; AGUILERA,; GIL (2020).

2.5 BASES MOLECULARES DA PERSISTENCIA DA LACTASE

A discrepancia na distribuicdo dos fendétipos em diferentes povos e partes do
mundo tornou-se conspicua com o avanco dos estudos populacionais, de modo que
hipéteses de possiveis explicacdes para este fenbmeno comecaram a ser formuladas.
Alguns autores passaram a sugerir uma origem genética para os fenétipos LP e LNP
(BAYLESS; ROSENSWEIG, 1966; COOK, 1967; FERGUSON; MAXWELL, 1967;
HAEMMERLI et al.,, 1965), embora ainda se cogitasse que essas caracteristicas
fossem decorrentes de adaptacbes ontogenéticas (BOLIN; DAVIS, 1970;
CUATRECASAS; LOCKWOOD; CALDWELL, 1965; YOSHIDA et al., 1975). Simoons
(1969) e Harrison (1975), através da comparacao entre as diferentes hipéteses para
a ocorréncia dos fenétipos, atribuiram a origem genética como sendo a etiologia mais
plausivel.

Flatz e Saengudom (1969) investigaram a condicdo de duas familias da
Tailandia que possuiam integrantes tolerantes a lactose — embora o acesso a leite na
regido fosse bastante restrito e seu consumo ndo pertencer aos habitos familiares.

Nessas familias, os autores identificaram que a distribuicdo da tolerancia a lactose
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nos individuos era condizente com a existéncia de um Unico gene autossémico como
causador dos fenétipos LP e LNP — sugerido também por Ferguson e Maxwell (1967)
num estudo semelhante que incluia integrantes de apenas uma familia. A mesma
concluséo foi obtida, nos anos seguintes, em outra pesquisa (com numero amostral
superior) incluindo familias da Finlandia (SAHI et al., 1973). Estudos com gémeos
corroboraram esses achados, de modo que todos os gémeos monozigoticos
demonstraram concordancia em relagdo ao fenétipo LP (METNEKI et al., 1984).

Através de ensaio enzimatico, Ho, Povey e Swallow (1982) observaram que as
diferencas nos niveis de atividade da lactase em adultos apresentavam uma
distribuicao trimodal e estariam relacionadas a trés genétipos: homozigoto persistente,
heterozigoto e homozigoto ndo-persistente, apresentando alta, intermediaria e baixa
atividade enzimatica, respectivamente. Em bebés, a distribuicdo observada segue um
padrdo unimodal, tornando-se trimodal ao longo do desenvolvimento (SWALLOW,
2003).

Apesar da hipétese da heranca recessiva do fenétipo da ndo persisténcia da
lactase ser compativel com as proporc¢des identificadas em estudos populacionais, a
suposicdo ndo explicava mudancas observadas no comportamento da lactase ao
longo da vida — uma vez que os alelos deveriam controlar a producao da enzima da
mesma maneira durante todo o desenvolvimento dos individuos (HARRISON, 1975).
Sendo assim, Gilat e colaboradores (1973) sugeriram que alteracbes em genes
regulatérios poderiam estar associadas a essa mudanca de fendtipo.

2.5.1 Genes LCT e MCM®6

O gene LCT, unico responsavel por codificar a enzima lactase em humanos,
localiza-se no braco longo do cromossomo 2, regido 2, banda 1, sub banda 3, posicao
21 (HARVEY et al., 1993; KRUSE et al., 1988). Possui aproximadamente 55 kb (mil
pares de bases) e 17 éxons (BOLL; WAGNER; MANTEI, 1991; SWALLOW, 2003).
Pesquisas comparando individuos persistentes e ndo persistentes para a lactase
indicaram que a sequéncia codificante deste gene e, consequentemente, seu
transcrito sdo iguais, de modo que a enzima produzida é a mesma
independentemente do fendtipo (BOLL; WAGNER; MANTEI, 1991). Além disso,
evidéncias suportam a n&o ocorréncia de edicdo de RNA e splicing alternativo no gene
LCT (BOLL; WAGNER; MANTEI, 1991).
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Wang e colaboradores (1995) evidenciaram que elementos cis atuam
modificando a expressdo do RNA mensageiro (MRNA) transcrito do gene LCT,
aumentando ou diminuindo-a. Como os fatores cis incluem regides promotoras e
intensificadoras, alteracdes genéticas responsaveis pelos diferentes fendtipos da
lactase poderiam ocorrer tanto no gene em questao quanto em localidades adjacentes
a ele (LIN; BARBOSA, 2002; WANG et al., 1995). Aliado a isto, foi a identificada uma
regido com cerca de 70 kb em alto desequilibrio de ligagédo (LD, do inglés linkage
disequilibrium) (HARVEY et al., 1995), que inclui todo o gene LCT e também o gene
MCM6 — envolvido no ciclo celular e altamente expresso em tecidos contendo
abundéancia de células proliferativas, incluindo o intestino (HARVEY et al., 1996;
HOLLOX et al., 2001) (FIGURA 5).

FIGURAS - LOCALIZACAO DOS GENES LCT E MCM6 NO CROMOSSOMO 2
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FONTE: MCINTOSH; SCHEINFELDT (2012).

Em 2002, foram identificados os primeiros polimorfismos associados aos
fendtipos de persisténcia e ndo persisténcia da lactase em familias da Finlandia
(ENATTAH et al., 2002). Localizados nos introns 9 e 13 do gene MCM6 (a 22 kb e
13,9 kb a montante do gene LCT, respectivamente), os SNPs -22018 (rs182549) e -
13910 (rs4988235) possuem substituicdes nucleotidicas G>A e C>T, nessa ordem, e
estdo em alto desequilibrio de ligacdo na populacdo europeia. Além disso, suas
frequéncias alélicas mostraram-se compativeis com as frequéncias fenotipicas da LP
nas populagdes finlandesa, sul-coreana, alema e italiana (correlagéo de 97,0% para a
variante -22018*G e de 100,0% para a variante -13010*T) — indicando sua ligagao
com o fenétipo (ENATTAH et al., 2002). Corroborando as correlagbes mencionadas,
Kuokkanen e colaboradores (2003) demonstraram que individuos com as variantes -
13910*T e -22018*A apresentavam maior expressao de RNA mensageiro da lactase,
bem como uma maior atividade enzimética (se comparados as amostras com os alelos
-13910*C e -22018*G). Desta forma, individuos homozigotos TT e AA produzem

maiores quantidades de enzima, heterozigotos produzem quantidades intermediarias
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e homozigotos CC e GG as menores quantidades — concordando com o proposto
previamente por Ho, Povey e Swallow (1982).

Apesar do polimorfismo -13910 C>T ser preditivo da persisténcia da lactase em
populacfes europeias, sua ocorréncia raramente € observada em popula¢cdes que
sabidamente apresentam o fendtipo LP no continente africano — sobretudo na regiédo
subsaariana — e Oriente Médio (MULCARE et al., 2004; MYLES et al., 2005). Isto
culminou na necessidade de identificar outros alelos com a mesma capacidade
preditiva. Através de novos sequenciamentos nas regidées a montante do gene LCT,
localizadas no gene MCM6, em individuos das localidades mencionadas — incluindo
populacdes de Camarbes, Etidpia, Sudado, Tanzéania, Quénia, Jordania, Arabia
Saudita, Israel e Palestina — foram identificados novos SNPs (ainda ndo descritos até
aquele momento) que demonstravam alguma relacdo com os fenétipos do
metabolismo da lactose (INGRAM et al., 2007; TISHKOFF et al., 2007). As variantes
referidas sdo: -13907 C>G (rs41525747), -13913 T>C (rs41456145), -13915 T>G
(rs41380347), -14010 G>C (rs145946881) (FIGURA 6). Num estudo posterior,
incluindo apenas populacdes da etnia Somali da Etidpia, foram constatadas outras
posi¢cdes polimorficas, incluindo os SNPs -13730 T>G (rs4954492), -13779 G>C
(rs527991977), -13806 A>G (rs869122273) e -14009 T>G, dos quais apenas o ultimo

demonstrou relacdo com os fenétipos (INGRAM et al., 2009b).
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FIGURAG - POLIMORFISMOS DO GENE MCM6 ASSOCIADOS A PERSISTENCIA DA LACTASE
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FONTE: TISHKOFF et al. (2007).

A regido que inclui os loci -13910 e -22018 foi investigada, através de
transfeccéo de gene repérter em linhagens de células intestinais Caco-2 avaliadas em
teste de luciferase, quanto ao seu papel na determinacéo do fenotipo LP (TROELSEN
et al., 2003). Foi identificado que a expressao do gene repoérter é potencializada em
qguatro vezes na presenca do alelo -13910*T, quando comparado ao alelo -13910*C
(TROELSEN et al., 2003). Essa acentuacao ocasionada pelo polimorfismo -13910
C>T é decorrente do aumento do reconhecimento (ocasionado pelo alelo T) do fator
de transcricdo nuclear Oct-1 (do inglés Octamer-binding Transcription Factor 1) pelo
seu sitio de ligacdo, fazendo com que a atividade do promotor do gene LCT seja
estimulada. Na auséncia deste alelo, n&o ocorre intensificagdo (LEWINSKY et al.,
2005). Os autores sugerem que o Oct-1 induz mudancas na cromatina das regides
préximas ao LCT, podendo recrutar cofatores que promovem o aumento da atividade
génica, no entanto isso s6 ocorre quando o fator de transcricdo HNF1la também é
expressado (LEWINSKY et al., 2005). Outros fatores de transcricdo também possuem
sitios de ligacdo nessa mesma regido intensificadora, dentre os quais estao inclusos
0 GATA-6 (sitio de ligagéo localizado na regido entre as posi¢cdes -13909 e -13934),
HNF4a e Fox/HNF3a (entre as posicoes -13857 e -13817) e Cdx-2 (entre as posicoes
-14022 e -14032) (ENATTAH et al., 2008; LEWINSKY et al., 2005). Os alelos da
posi¢do -22018 ndo pertencem a nenhum sitio de ligacéo, contudo especula-se que
interfram a atividade intensificadora dos polimorfismos da posicdo -13910
(TROELSEN et al., 2003). Em contrapartida, as posicbes dos polimorfismos
originarios da Africa e Oriente Médio (-13907, -13913, -13915, -14009, -14010)
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localizam-se a poucos nucleotideos ou nas proprias regiées que constituem os sitios
de ligagcdo mencionados — sugerindo efeitos similares aos da variante -13910*T na
transcricdo do gene LCT (ENATTAH et al., 2008; INGRAM et al., 2007) (FIGURA 7).

FIGURA 7 - LOCALIZACAO DO SITIO DE LIGAGAO DO FATOR DE TRANSCRIGCAO Oct-1

ANCESTHRAL TEECAATACAGATAAGATAARTGTAGCCCCTGECCTCARAGGAARCTCTCC
-13815*G TEECAATACAGATARCATARGETAGCCCCTEECCTCAAAGGARCTCTCC
13913*C TGEEC A_'—‘-.'l'ACAGA‘PAAGATMTEEACC CCCTEECCTCARAGGAARCTCTCC
13910*T TEECAATACAGATAAGATARTGTAGTCCCTGGCCTCARAGGARCTCTCC
=13907*3 TEECAATACAGATAAGATAATGTAGCCCATGECCTCARAAGGAACTCTCC

FONTE: INGRAM et al. (2007).
LEGENDA: Comparacao entre as sequéncias ancestral e das variantes do intron 13 do gene MCM6. A
regido que compreende o sitio de ligagédo do fator de transcrigdo Oct-1 estd sombreada. As variantes
associadas a LP estdo mostradas em negrito e sublinhadas nas sequéncias.

Enattah e colaboradores (2008) demonstraram que a variante -13907*G possui
uma forte ligacdo especifica com o Oct-1 (assim como ja descrito para a variante -
13910*T), apesar de estar localizada a poucos nucleotideos de seu sitio de ligacao.
O estudo também identificou a variante -3712*C em individuos diagnosticados com o
fendtipo LP. Este locus inclui a regido do sitio de ligacdo do HNF1a, porém néo foi
possivel diferenciar as fortes ligacdes que ambos os alelos (T e C, ancestral e
derivado, respectivamente) exerciam sobre a proteina reguladora. Experimentalmente
foi demonstrado que os SNPs -13915 T>G e -3712 T>C, conjuntamente, contribuiam
para uma ligacdo mais intensa com o HNFla e Oct-1 o que, consequentemente,
culminava numa maior ativacdo do promotor do gene LCT (quando comparada com a
intensidade da ativacdo do promotor na presenca das variantes -13915*T e -3712*T).
Todavia, quando avaliado individualmente, o SNP -13915 T>G demonstrou fraca
ligacdo com o fator de transcrigdo Oct-1, assim como o alelo -13913*C (ENATTAH et
al., 2008). Resultados diferentes foram obtidos numa pesquisa posterior, na qual a
variante -13915*G demonstrou maior interagdo com o Oct-1 do que o alelo ancestral
-13915*T em ensaios in vitro, assegurando sua ac¢ao intensificadora no promotor do
LCT (OLDS; AHN; SIBLEY, 2011). Jones e colaboradores (2013), por sua vez,

identificaram que as variantes -13913*G e -13730*G presentes em populagbes
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etiopes eram mais frequentes em individuos que néo digeriam a lactose — sugerindo
gue tais alelos ndo estariam associados ao fenoétipo LP.

A delecéo experimental do nucleotideo na posi¢éo -14010 demonstrou reduzir
a atividade da regido intensificadora do gene LCT (JENSEN et al., 2011). Além disso,
em ensaios de transfeccédo, foi constatado que a variante -14010*C apresenta maior
afinidade pelo fator de transcricdo Oct-1 quando comparada ao seu alelo ancestral -
14010*G (JENSEN et al.,, 2011). Os autores sugerem que outros polimorfismos
localizados préximos ao locus em questdo podem também influenciar a ligacdo do
fator de transcricdo — incluindo as variantes -14009*G e -14011*T (JENSEN et al.,
2011). Tal hipotese foi corroborada por Liebert e colaboradores (2016), que
demonstraram que os trés SNPs (-14009 T>G, -14010 G>C e -14011 C>T) possuem
efeitos similares na intensificacdo do promotor do gene LCT, porém através de
mecanismos moleculares diferentes. As variantes -14010*C e -14011*T promovem
uma ligagdo com o Oct-1 maior do que a produzida por seus respectivos alelos
ancestrais, -14010*G e -14011*C (LIEBERT et al., 2016). Da mesma forma, a variante
-14009*G proporciona uma maior ligagéo a outro fator de transcricdo (possivelmente
pertencente a familia Ets, cujos membros sdo conhecidos por interagirem com outras
proteinas a fim de regular processos de transcricdo), quando comparada a seu alelo
ancestral -14009*T (LIEBERT et al., 2016). Nesse mesmo estudo de 2016, ndo foram
obtidas informacdes conclusivas acerca dos papeis dos polimorfismos -13779 G>C
(rs527991977) e -14028 T>C (rs759157971) na transcricdo do gene LCT, embora
tenham sido demonstradas algumas alteracfes referentes a ligacéo diferencial com
fatores de transcricdo (LIEBERT et al., 2016).

2.5.2 Distribui¢do dos polimorfismos associados a persisténcia da lactase

Por apresentarem origens distintas, os polimorfismos associados a persisténcia
da lactasse estéo distribuidos de maneira desigual entre as populagdes do mundo —
mesmo entre as que possuem tradicdes pastoralistas (ITAN et al., 2010) (FIGURA 8).
Vale ressaltar que o primeiro SNP descrito (-13910 C>T) possui a maior quantidade
de estudos acerca de sua distribuicdo — incluindo a maior quantidade de localidades
geograficas. As demais variantes ndo possuem quantias tdo amplas de trabalhos
referentes as suas frequéncias, de forma que a escassez de informacdes certamente

influencia a compreensao de suas distribuicdes entre as populagdes.
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FIGURA 8 - DISTRIBUAI(;AO GEOGRAFICA DAS FREQUENCIAS DOS SNPS ASSOCIADOS A
PERSISTENCIA DA LACTASE NA AFRICA E EURASIA
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FONTE: Adaptado de LIEBERT et al. (2017).
NOTA: Os pontos pretos no mapa indicam as localidades com popula¢des amostradas.

Como ja mencionado, o SNP -13910 C>T foi identificado primeiramente em
elevadas frequéncias em populacdes da Finlandia (ENATTAH et al.,, 2002). Na

Europa, de maneira geral, as maiores frequéncias do polimorfismo sdo encontradas
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principalmente nas por¢cdes Norte (populacdes da Suécia e Finlandia com frequéncias
variando de 58,0% a 81,5%) (BERSAGLIERI et al., 2004; ENATTAH et al., 2008) e
Noroeste (frequéncias variando de 68,8% a 81,9% na Escocia; frequéncia de 69,8%
e 75,1% no Sudeste e Norte da Inglaterra, respectivamente) (BERSAGLIERI et al.,
2004; DAVEY SMITH et al., 2009). No restante do continente, a prevaléncia do SNP -
13910 C>T foi descrita também na Republica Tcheca (76,0%) (HUBACEK et al.,
2017); em povos Bascos da Franca (66,0 a 67,0%) (BERSAGLIERI et al., 2004;
ENATTAH et al., 2008); na Hungria (62,2%) (NAGY et al., 2009); na Austria (58,0%)
(BODLAJ et al., 2006; KRUTTLI et al., 2014); na Alemanha (51,7%) (BUNING et al.,
2003) e Estonia (51,4%) (LEMBER et al., 2006) — todos pertencentes a localidades da
Europa Central e Oriental. Paises de outros continentes cujo fluxo migratério e/ou
processos de colonizacdo recentes foram desempenhados por europeus também
demonstram elevadas frequéncias dessa variante (ao contrario dos povos nativos
dessas localidades) como, por exemplo, populacdes da Nova Zelandia (frequéncias
de 69,1% a 72,0%) (NOLAN et al., 2010; UPTON; GEORGE, 2010), popula¢des euro-
americanas dos Estados Unidos (frequéncia variando de 59,8% a 77,2%)
(BERSAGLIERI et al.,, 2004; CHIN et al., 2019) e populacdes de ancestralidade
europeia do Canada (frequéncia de 48,1%) (ALHARBI; EL-SOHEMY, 2017)
(APENDICE 7).

A rara ocorréncia da variante -13910 C>T foi constatada em paises africanos
da regido subsaariana — estando presente (em baixas frequéncias) nas populacdes
das etnias Hausa (13,9%), Mambila (0,4%) e de outras etnias de Camardes (4,3%) e
do Senegal (2,6%) (MULCARE et al., 2004). Posteriormente, foi observada a maior
prevaléncia deste SNP na Africa em populacdes da etnia Fulani do Sud&o e de
Camardes, com frequéncias de 48,0% e 39,0%, respectivamente (ENATTAH et al.,
2008; INGRAM et al., 2007). No Norte da Africa, este SNP apresenta maiores
frequéncias do que no restante do continente, sendo identificado em populacfes
Mozabite (Argélia) e Saharawi (Saara Ocidental) com frequéncias de 21,7 a 22,7% e
23,0 a 26,0%, respectivamente (BERSAGLIERI et al., 2004; ENATTAH et al., 2007,
2008; RANCIARO et al., 2014) (APENDICE 8).

Na Asia e Oriente Médio, as frequéncias do SNP -13910 C>T raramente
ultrapassam 10,0% (ITAN et al., 2010). Frequéncias maiores (porém néo tao elevadas
como as mencionadas anteriormente para o continente europeu) foram observadas

no Paquistdo (populacdes Sindi, Balooch, Pathan, Brahui e Mohannes com
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frequéncias de 41,0%, 34,0 a 36,0%, 30,0%, 27,0 a 34,0% e 28,0%, respectivamente)
(BERSAGLIERI et al., 2004; ENATTAH et al., 2008), india (frequéncias variando de
15,9% a 19,5% na regido Norte, 21,3% na regido Oeste e 18,4% em indo-europeus)
(BABU et al., 2010; GALLEGO ROMERO et al., 2012) e Russia (popula¢gbes Udmurt,
Mokshas e Erzas com frequéncias de 33,0%, 28,0% e 27,0%, respectivamente)
(ENATTAH et al., 2007) (APENDICE 9).

Na Oceania, estudos com populagbes nativas demonstraram a auséncia da
variante -13910 C>T (BERSAGLIERI et al., 2004). Nas Américas, de maneira similar,
a baixa frequéncia e inexisténcia desse SNP também foram observadas em povos
amerindios nativos do Chile (populacbes Mapuche com frequéncia de 0,5%
(FERNANDEZ; FLORES, 2014), México (populacdo Nahuan com frequéncia de 1,2%)
(OJEDA-GRANADOS et al., 2016) e Equador (7,4%) (PAZ-Y-MINO et al., 2016).
Prevaléncias maiores foram identificadas em popula¢des miscigenadas do continente
(FERNANDEZ et al., 2016; MORALES et al., 2011; OJEDA-GRANADOS et al., 2016)
(APENDICE 10).

A variante -13907 C>G, por sua vez, foi identificada somente em populacdes
da Africa e Oriente Médio. Foi observada pela primeira vez no continente africano em
populacdes Afar, da Etidpia, com frequéncias variando de 20,0 a 29,7% (INGRAM et
al.,, 2007, 2009b; JONES et al.,, 2015). Neste mesmo continente, as maiores
prevaléncias do SNP foram identificadas em populagfes Tigre, da Etidpia (19,3%)
(JONES et al., 2013) e em povos Beja Beni Amer (25,0 a 13,0%) e Beja Hadandawa
(18,2%) (HASSAN et al.,, 2016; JONES et al.,, 2015; RANCIARO et al., 2014) do
Sudédo. Frequéncias menores (inferiores a 15,0%) foram constatadas em outras
populacfes também da Etidpia, Sudao e Quénia (ENATTAH et al., 2008; HASSAN et
al., 2016; INGRAM et al., 2007, 2009b; JONES et al., 2013, 2015; PRIEHODOVA et
al., 2014; RANCIARO et al., 2014). No Oriente Médio, a variante foi observada em
populac¢des Mutran do Kuwait (3,0%) (HILL; MOHAMMAD; TOOMASKIVISILD, 2013);
em populac¢des da regido Hadramaut (1,2%) (LIEBERT et al., 2017) e da cidade de Al
Hudaydah (1,5%) (PRIEHODOVA et al., 2014) — ambas no |émen — e em povos
arabes da Arabia Saudita (0,8%) (ENATTAH et al., 2008) (APENDICE 11) .

O polimorfismo -13915 T>G é prevalente no Oriente Médio, com as maiores
frequéncias observadas em populacdes arabes Dhofaris do Oma (72,4%) (AL-ABRI
et al., 2012); no Iémen, em populagdes das cidades de Al-Akhkum (65,1%), Hajjah
(61,8%), Hudeida (59,1%) e da llha de Soqotra (58,5%) (PRIEHODOVA et al., 2014);
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na Arabia Saudita, com frequéncias variando entre 52,4 a 64,5% de acordo com a
regido do pais (IMTIAZ et al., 2007); e no Kuwait, nas populacdes Ajman (57,0%) e
Mutran (55,0%) (HILL; MOHAMMAD; TOOMASKIVISILD, 2013). A frequéncia do SNP
-13915 T>G também é elevada em popula¢des de Beduinos, porém as frequéncias
modificam-se de acordo com a localidade: 48,9% na Arabia Saudita (INGRAM et al.,
2007), 39,1% na Jordania (INGRAM et al., 2007) e 27,9% na Palestina (RAZ et al.,
2013). Na Africa, foi observada a prevaléncia da variante nas populacées Rashaayda
(76,9%) do Sudio (PRIEHODOVA et al., 2014), Fulani (60,0%) de Mali (LOKKI et al.,
2011) e Abbala (46,3%) do Chade (PRIEHODOVA et al., 2014). Frequéncias menores
foram identificadas em outras populacdes africanas do Chade, Etiopia, Quénia,
Marrocos, Nigéria e Suddo (ENATTAH et al., 2008; HASSAN et al., 2016; JONES et
al., 2015; RANCIARO et al., 2014). Nos demais continentes, o SNP foi observado
somente em individuos do Sul da india (0,8%) (GALLEGO ROMERO et al., 2012) e
em povos miscigenados (Mestizos) do Equador (0,5%) (PAZ-Y-MINO et al., 2016)
(APENDICE 12) .

As maiores frequéncias ja identificadas da variante -14009 T>G foram
encontradas na Africa, em populacdes provenientes do Sudao: 23,5% nos povos Beja
Beni Amer e Beja Hadandawa (RANCIARO et al., 2014) e 16,7% na populacdo Shaigi
(INGRAM et al., 2009b; JONES et al., 2015; LIEBERT et al., 2017). Frequéncias
inferiores a 10,0% foram observadas em populagbes de Camardes, Chade, Egito,
Etiopia e Nigéria INGRAM et al., 2009b; JONES et al., 2013, 2015; PRIEHODOVA et
al., 2014; RANCIARO et al., 2014). No Oriente Médio, o SNP esta presente também
em baixas frequéncias, tendo sido identificado em populacdes palestinas e libanesas
(na frequéncia de 1,0% em cada) (RANCIARO et al., 2014); em kuwaitianos (1,5%)
(LIEBERT et al., 2017); em populacdes de origem asiatica do Oma (1,5%) (AL-ABRI
et al., 2012) e em populacbes da regido de Al-Akhkum (1,2%) (PRIEHODOVA et al.,
2014) e povos de origem judaica (1,0%) (RANCIARO et al.,, 2014) do Iémen. No
restante do continente asiatico, o polimorfismo foi identificado somente nas
populacdes paquistanesas Hazara e Kalash, na frequéncia de 1,0% em cada
(RANCIARO et al., 2014) (APENDICE 13).

O SNP -14010 G>C também apresenta as maiores prevaléncias no continente
africano (assim como as demais variantes mencionadas, com excec¢do da -13910
C>T), sendo a mais elevada encontrada na populacdo pastoralista II'gwesi Maasai
(68,2%), que habita a regido do Quénia (RANCIARO et al., 2014). Outros povos desse
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mesmo pais demonstraram frequéncias elevadas do polimorfismo em questéo, dentre
0S quais estdo inclusas as populacdes llchamus Maasai (55,0%); Yaaku (53,6%);
Kikuyu (50,0%) e Mumonyot Maasai (50,0%) (RANCIARO et al., 2014). A elevada
frequéncia do SNP é também observada na Tanzania, nas populacbes Datoga
(62,5%); Fiome (55,0%) e Iragw (51,9%) (RANCIARO et al.,, 2014). No Sul do
continente, a variante estd presente em frequéncias reduzidas, tendo ja sido
identificada em populacdes da Africa do Sul, Angola, Botsuana, Mogambique, Namibia
e Zambia (BRETON et al., 2014; COELHO et al., 2009; MACHOLDT et al., 2014;
PINTO et al., 2016; RANCIARO et al., 2014). Além do continente africano, este
polimorfismo foi observado somente em povos do Iémen, com frequéncia de 1,2% em
populacbes da cidade de Al-Akhkum (PRIEHODOVA et al., 2014); 0,8% e 0,6% em
populacbes da regido de Hodeida (PRIEHODOVA et al., 2014) e de Hadramaut
(LIEBERT et al., 2017), respectivamente (APENDICE 14).

Por fim, o polimorfismo -14011 C>T foi observado em baixas frequéncias nas
populacbes estudadas até o momento, com a maior frequéncia sendo de 2,5% na
populacdo Kgalagadi, de Botsuana (MACHOLDT et al., 2014). Na Africa Ocidental, o
SNP foi observado na frequéncia de 1,9% (RANCIARO et al., 2014). Na Eti6pia, na
Africa Oriental, foi constatada a variante -14011*T nas frequéncias de 1,1% em povos
falantes de linguas cushiticas e de 0,6% em etiopes néo classificados quanto a sua
origem (JONES et al., 2013). Foi identificado também na India, com frequéncia de
2,1% na regido Norte e 0,8% na regido Oeste (GALLEGO ROMERO et al., 2012). No
Oma, esta presente em populacdes arabes da por¢cdo Norte do pais na frequéncia de
1,0% (AL-ABRI et al., 2012) (APENDICE 15).

De acordo com Enattah e colaboradores (2007), a baixa frequéncia de algumas
dessas variantes pode ser reflexo de que a adaptacéo para persisténcia da lactase

ainda esta ocorrendo em algumas populacgées.

2.5.3 Haplotipos associados a persisténcia da lactase

Embora ndo associados ao fenétipo de persisténcia da lactase, o gene LCT e
sua regido promotora possuem diversos polimorfismos ja descritos, culminando numa
alta diversidade de haplotipos (BOLL; WAGNER; MANTEI, 1991; LLOYD et al., 1992).
Harvey e colaboradores (1995) analisaram sete sitios polimorficos do LCT ao longo

de 70 kb (que incluiam SNPs localizados em éxons e na regido flanqueadora 5’) e
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determinaram as combinacfes haplotipicas existentes nos individuos amostrados —
provenientes majoritariamente da Franca e de Utah, nos Estados Unidos. Ao todo,
foram obtidos nove haplotipos (homeados alfabeticamente de A a 1) dos quais apenas
trés eram de comum ocorréncia (A, B e C, observados nas frequéncias 75,4%, 13,8%
e 5,8%, nessa ordem). Apesar de terem a mesma prevaléncia, os haploétipos
demonstraram frequéncias diferentes entre as populacdes (58,3%, 27,0% e 6,3% para
os haplotipos A, B e C, respectivamente, nos individuos franceses analisados, e
frequéncia de 80,7%, 9,7% e 5,1% para os haplétipos A, B e C, respectivamente, nos
individuos estadunidenses analisados). Posteriormente, através de analises alélicas
das mesmas sete posicoes polimérficas, foram reportadas as frequéncias haplotipicas
de populacdes da india e do Norte e Sul europeu (com amostras principalmente do
Reino Unido e Italia, respectivamente). Os haplétipos A, B, C e E estavam presentes
em todas as populacdes, contudo os haplétipos D e G foram encontrados
exclusivamente em europeus e indianos, respectivamente. Entre os europeus, 0
haplétipo A era o mais frequente e os haplotipos B e C demonstraram maiores
frequéncias em populacdes do Sul do continente. Nos asiaticos, os haploétipos A e C
possuiam a mesma prevaléncia e o B era o menos frequente (HARVEY et al., 1998).

Alguns anos depois, Hollox e colaboradores (2001) analisaram onze
populacbes da Africa, Asia e Europa com diferentes fenétipos da lactase (incluindo
povos da Namibia, Africa do Sul, Reino Unido, Italia, RUssia, Eslovaquia, india, Sri
Lanka, Malasia, China, Japdo e Papua-Nova Guiné) quanto aos nucleotideos
presentes em onze sitios polimorficos do gene LCT — os quais incluiam os sete loci
utilizados por Harvey (1995, 1998) e quatro posicées ainda ndo avaliadas (FIGURA
9). Foram identificadas 42 combinac¢des haplotipicas no total, sendo que apenas
quatro delas possuiam frequéncias maiores ou iguais a 5,0% (haplétipos A, B, C e U)
(FIGURA 10). Tais haplotipos sdo derivados e n&o possuem relaco direta entre si. E
importante salientar que as populagcbes africanas analisadas possuiam a maior
diversidade haplotipica (incluindo combinagdes exclusivas) e os maiores valores de
heterozigosidade (0,91 em populacdes San da Namibia e 0,87 em populagbes
falantes da lingua Bantu da Africa do Sul) — caracteristicas condizentes com o modelo
“Out of Africa” de povoamento dos continentes (HOLLOX et al., 2001).
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FIGURA O - POSICOES NUCLEOTIDICAS UTILIZADAS PARA DETERMINAR OS HAPLOTIPOS
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FONTE: Modificado de HOLLOX et al. (2001).
NOTA: As posicdes destacadas em cinza referem-se aos loci também utilizados por Harvey e
colaboradores (1995, 1998).

FIGURA 10 - HAPLOTIPOS DA LACTASE MAIS COMUNS MUNDIALMENTE

O00000Ce OO @O o4s-
®@O000000 Ce O@ os:-

coOoOm>»

O0000Oe0 QOO 0O ois-
O00e00® O® OO o005
e v S vC v ¥ S © %5 ®
0 o W By S T % & %
"é)m%-o 0‘%%’3‘7 e "-‘%.% ‘%‘.,Q 5 ® ‘fa%
%G @ %

FONTE: Modificado de Hollox et al. (2001).
LEGENDA: Circulos pretos indicam os alelos derivados e circulos brancos os alelos ancestrais
(classificados através de comparagdo com sequéncias de chimpanzés). Os valores a direita indicam as
frequéncias de cada hapl6tipo em todas as populacées avaliadas.

Com excecdo dos povos provenientes da Africa subsaariana, Hollox e
colaboradores (2001) constataram que o haplétipo A (como ja observado em trabalhos
anteriores) € o mais comum em todas as populacdes analisadas — em especial no
Norte da Europa, em que os baixos valores de heterozigosidade (0,26) enfatizam o
predominio deste haplotipo. O haplotipo B, por sua vez, também esta presente em
quase todas as populacées (ausente somente nos individuos da Africa do Sul) e sua
maior frequéncia foi observada na Papua-Nova Guiné. O haplétipo C foi o Unico
identificado em todas as populacdes, porém baixas frequéncias sdo encontradas nos
povos San da Namibia e no Norte da Europa. O haplétipo U, apesar de estar entre 0s
guatro mais frequentes, esta presente somente em populacdes africanas e raramente

€ observado em povos indo-europeus. A perda de haplétipos em uma populacdo onde
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o haplétipo ja existiu, assim como sua distribuicdo atual em popula¢des nao africanas,
sao resultantes de eventos de deriva genética (HOLLOX et al., 2001).

Através de analises de associagdo alélica visando identificar possiveis
variantes relacionadas a persisténcia da lactase, Harvey e colaboradores (1998)
demonstraram que o haplétipo A era 0 mais comum na maioria dos individuos
persistentes para a enzima, enquanto que em nao persistentes havia mais de um
haplotipo associado. A elevada frequéncia do haplotipo A em populacdes do Norte da
Europa, majoritariamente persistentes para a lactase, sugeriam uma associacao
existente com o fenotipo LP — ao menos nessa localidade (HOLLOX et al., 2001).
Estudos posteriores observaram que o haplétipo A também estava presente em
diversas populacées cujo fenétipo LNP era predominante (HOLLOX et al., 2001) e,
em raros casos, a LP demonstrou estar relacionada aos haplotipos B e | em
populacdes europeias (HARVEY et al., 1998; WANG et al., 1995).

Poulter e colaboradores (2003) observaram que as variantes -13910*T e -
22018*A sao resultantes de mutacdes que ocorreram exclusivamente no haplétipo A
estendido, evidenciando sua associagdo ao fenotipo LP (apesar de existirem
cromossomos com esse haplétipo que ndo possuem os SNPs). No haplétipo B, foram
identificados somente os alelos ancestrais dessas posicdes, -13910*C e -22018*G
(POULTER et al., 2003). Ingram e colaboradores (2007) observaram que o SNP -
13910 C>T esta associado ao haplétipo A também na populacao Fulani de Camardes,
bem como nos poucos individuos que possuem o polimorfismo nas populacbes
sudanesas Beja Beni Amer e Jaali e nos povos Drusos, Palestinos e Beduinos do
Oriente Médio — indicando que este segmento teria a mesma origem que o encontrado
em europeus que, através de fluxo génico, o teriam inserido nas populacdes em
questdo. A correlagdo existente entre o referido SNP e o haplétipo A também foi
observada em populagdes pastoris do Chile (MONTALVA et al., 2019) e em diversas
populacdes da Africa, Asia e Europa analisadas por Liebert e colaboradores (2017).
Contrapondo-se, Myles e colaboradores (2005) identificaram, nas popula¢cdes norte-
africanas da etnia Berber, a ocorréncia da variante -13910*T em cromossomos com
os haplotipos B, G, P, W e W* (sendo o ultimo um haplétipo descrito pela primeira vez
no trabalho em questdo). Os autores sugerem que eventos de recombinacao
poderiam ter transferido o SNP do haplotipo A para os outros haplétipos mencionados
(MYLES et al., 2005).
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O haplotipo C demonstrou ser frequente em populacdes da Arabia Saudita,
Jordania e Suddo com alta frequéncia da persisténcia da lactase — o0 que esta
relacionado com a presenca da variante -13915*G, associada a LP, nos cromossomos
que contém tal haplétipo (INGRAM et al., 2007, 2009b). A variante foi identificada no
haplétipo C também em populacbes da Etiépia (JONES et al.,, 2013) e de outras
localidades da Africa, Asia e Europa (LIEBERT et al., 2017). Este SNP foi identificado
(embora raramente) nos haplotipos E, K e ¢ presentes nas populagfes Beja Beni Amer
(do Sudao), Beduinas (da Arabia Saudita e Jordania) e em israelenses (INGRAM et
al., 2007, 2009b).

Estudos preliminares demonstraram que as variantes -13907*G e -13913*C
estariam associadas aos haplétipos A e B, respectivamente (apesar do polimorfismo
-13907 C>G também ter sido identificado nos haplétipos B, G, K e F) (ENATTAH et
al., 2008; INGRAM et al., 2007, 2009b; JONES et al., 2013; LIEBERT et al., 2017). A
ocorréncia de um mesmo polimorfismo em haplétipos diferentes entre populacdes
pode ser resultante tanto de eventos de recombinagdo quanto de novas mutagdes
originando uma mesma variante genética (GABRIEL et al., 2002).

O polimorfismo -14010 G>C foi identificado pela primeira vez no haplétipo F em
populacdes do Quénia e da Tanzania (TISHKOFF et al., 2007). Em povos da etnia
Somali, da Etidpia, o alelo foi encontrado exclusivamente no haplétipo B (INGRAM et
al., 2009b). Posteriormente, estudos reportaram a comum ocorréncia desta variante
também no haplétipo P em individuos de populacdes do Brasil, Etiépia e de outras
localidades da Eurasia (FRIEDRICH et al., 2012a; JONES et al., 2013; LIEBERT et
al., 2017).

A variante -14009*G esta presente mais comumente no haplétipo X, embora
também tenha sido encontrada no haplétipo H e U (INGRAM et al., 2009b; JONES et
al., 2013; LIEBERT et al., 2017). Vale ressaltar que no haplétipo H usualmente
encontra-se o polimorfismo -13730 T>G (LIEBERT et al., 2017).

O SNP -14011 C>T foi identificado majoritariamente em Ccromossomos
contendo o haplétipo A, porém, em alguns casos, foi observado também no haplétipo
B, de modo que os autores sugerem que tal substituicdo nucleotidica poderia ter
surgido mais de uma vez em diferentes localidades geograficas — embora ndo se
possa desconsiderar que eventos de recombinacéo e fluxo génico teriam ocasionado
tal achado (LIEBERT et al., 2017).
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TABELA 1 - HAPLOTIPOS ASSOCIADOS A PERSISTENCIA DA LACTASE

Variante LP Haploétipos Referéncias

-13907*G A, B, G K, F Enattah et al. (2008); Ingram et al. (2007, 2009b)

Friedrich et al. (2012a, 2012b); Ingram et al. (2007,
-13910*T A, B, G, J, K, P, We W* 2009b); Liebert et al. (2017); Montalva et al. (2019); Myles
et al. (2005); Poulter et al. (2003)

113913*C B Ingram et al. (2007, 2009b); Jones et al. (2013); Liebert et

al. (2017)

13915+ C.E. K ¢ Ingram et al. (2007, 2009b); Jones et al. (2013); Liebert et
al. (2017)

-14009*G H, U, X Ingram et al. (2009b); Jones et al. (2013); Liebert et al.
(2017)

" Friedrich et al. (2012b); Ingram et al. (2009b); Liebert et al.
14010%C B.FP (2017); Tishkoff et al. (2007)
-14011*T A B Liebert et al. (2017)

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Em negrito estdo indicados os haplétipos nos quais os alelos referidos estdo presentes mais
comumente.

2.6 EVOLUCAO DA PERSISTENCIA DA LACTASE

Diferencas referentes as frequéncias mundiais do fenétipo de persisténcia da
lactase (descritas no topico 2.4.1 deste capitulo) promoveram a busca e
desenvolvimento de explicagbes que justificassem tal distribuicdo. A primeira delas,
denominada hipétese cultural-histérica, foi formulada por Simoons (1970) a partir de
observacdes de que em populacdes nas quais o consumo de leite e derivados néo
era habitual (ou tornou-se um habito somente recentemente), os individuos adultos
majoritariamente apresentam a nao persisténcia da enzima, sendo 0 O0posto
encontrado em populacdes que consomem tais alimentos. O fenétipo LP ndo poderia
ter sido selecionado num contexto em que a lactose esta ausente na dieta, pois a
habilidade de digeri-la ao longo da vida nao seria utilizada e, portanto, o individuo que
possuisse tal fendtipo ndo apresentaria vantagem sobre individuos que ndo possuem
a mesma habilidade (SIMOONS, 1978). A prevaléncia da condicdo LNP pode ser
observada em parte da Asia, na Oceania e nas Américas — que apresentam

populacfes originarias sem tradi¢cdes pastoralistas (tanto por carecerem de animais
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lactantes — domeésticos ou silvestres — quanto por ndo serem sociedades pecuarias)
(SIMOONS, 1970). Além dessas regides, 0 mesmo pode ser identificado em criadores
de renas no extremo Norte da Eurdsia e em alguns povos cacadores-coletores
africanos — indicando que os hébitos da populacdo seriam de fato mais influentes do
que a regido geografica na qual ela esta localizada (SIMOONS, 1970). Algumas
populacées da india, China, Sudeste da Asia e nas por¢ées Sul e na Costa Oeste da
Africa subsaariana desenvolveram a cria¢do de animais lactantes — incluindo bufalas,
mithan (vaca selvagem), vacas, ovelhas e cabras — porém, como a ordenha ndo € um
costume, os individuos possuem caracteristicamente o traco LNP (DIAMOND, 2019;
SIMOONS, 1954, 1970). Desta forma, a persisténcia da lactase teria sido selecionada
como um carater adaptativo vantajoso apenas em adultos de populacbes que
possuiam habitos pastoralistas e de ordenha milenares, e que, além disso,
consumissem leite e derivados (SIMOONS, 1970). A mesma explicacéo foi proposta
por McCracken (1971), que considerou a elevada frequéncia do feno6tipo LNP em afro-
americanos dos Estados Unidos um indicativo de auséncia de selecdo (considerando
que a ancestralidade desta populacdo remonta ao Oeste africano que possuli,
tradicionalmente, povos ndo consumidores de leite).

Contrapondo-se a hipotese cultural-historica, a hipétese da causa-reversa
preconiza que as praticas de pastoralismo e ordenha surgiram em populacfes que ja
apresentavam o fenétipo LP, sendo tais habitos rejeitados por povos que néo
possuiam habilidade de digerir a lactose devido aos sintomas desagradaveis
produzidos (MCCRACKEN, 1971).

A hipotese da assimilacédo de calcio, formulada por Flatz e Rotthauwe (1973),
propde que, como a lactose aumenta a captacéo de célcio (assim como a vitamina D),
0 consumo de leite promoveria 0 suplemento desse mineral mesmo em ambientes de
alta latitude com pouca disponibilidade de radiacéo solar e, consequentemente, com
populacdes deficientes para a vitamina D. Segundo os autores, isso justificaria a
ampla ocorréncia da persisténcia da lactase nos povos do Norte da Europa, visto que
seria  um traco adaptativo vantajoso nessa localidade, pois impediria o0
desenvolvimento de doencas decorrentes da desmineralizacdo éssea como o
raquitismo e a osteomalacia (FLATZ; ROTTHAUWE, 1973).

Uma quarta hipétese, preconizada nos trabalhos de Cook e Al-Torki (1975) e
Cook (1978), sugere que o leite seria um suprimento hidroeletrolitico e calérico em

ambientes aridos (que possuem escassez de agua e de fontes nutritivas). Desta
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forma, a prevaléncia da LP na Peninsula Arabica seria decorrente da selecao positiva
promovida pelas vantagens citadas, ocasionadas pelo consumo de leite de camelo
por parte das populacdes que habitam tal regido, como, por exemplo, os Beduinos da
Arabia Saudita (COOK; AL-TORKI, 1975). Ingram e colaboradores (2009a) propdem
uma extensdo a esta teoria, na qual a selecdo ao fenoétipo LP ocorreria ndo somente
em regifes desérticas, mas sim em localidades que apresentassem circunstancias
semelhantes como a seca severa e a fome. De acordo com 0s autores, a vantagem
do fendtipo se tornaria conspicua nessas condi¢cfes — especialmente em momentos
de surtos de diarreia — ja que o leite seria a Unica fonte de agua disponivel, porém
vantajosa apenas para individuos lactase persistentes (INGRAM et al.,, 2009a;
SVERRISDOTTIR et al., 2014).

Contrariamente as hipéteses descritas, mais recentemente autores
propuseram uma explicacdo para justificar a ampla ocorréncia do fenétipo LNP em
algumas populacdes africanas. A hipotese baseia-se na correlacdo existente entre o
fendtipo e as areas endémicas para a malaria no continente, sugerindo que a auséncia
de ingestdo de leite privaria os parasitas do género Plasmodium (presentes em
individuos infectados) de compostos organicos como o acido para-aminobenzdico
(PABA) e as riboflavinas — essenciais para rotas anabdlicas desses protozoarios — e,
assim, reduziria a multiplicacao parasitaria nos eritrocitos, promovendo diminui¢éo na
mortalidade causada por malaria (ANDERSON; VULLO, 1994; CORDAIN; HICKEY;
KIM, 2012). Contudo, estudos com individuos da Sardenha, na Italia, comparando
populacdes com histérico de endemismo de malaria e sem tal histérico demonstraram
gue a hipétese nao € valida — ao menos para esta localidade (MELONI et al., 1998).
Desta forma, Cordain e colaboradores (2012) sugerem que essa explicacdo, de
acordo com suas analises, poderia ser aplicada apenas para populacdes africanas.

Ranciaro e colaboradores (2014) sugerem que, possivelmente, a alta
frequéncia da persisténcia da lactase na populacdo de cacadores-coletores Hadza,
da Tanzania, se deve a selecéo positiva do mecanismo de metabolismo da florizina
gue a enzima também apresenta. Este composto esta presente, naturalmente, em
plantas da familia Rosaceae (que inclui espécies de peras, macgas e cerejas) e é
empregado medicinalmente no tratamento contra malaria. Portanto, a manutencéo da
enzima na vida adulta, nessas populacdes, promoveria a diminuicdo dos sintomas
provocados pela malaria — sendo vantajoso em regides nas quais a doenca é

endémica (contrapondo-se a hipétese anterior).
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Holden e Mace (1997), através de analises filogenéticas de populacdes
avaliadas para o fenotipo LP, demonstraram que a distribuicdo desta condicdo por
todo o mundo condiz com a distribuicdo de populagdes tradicionalmente pastoralistas.
Em contrapartida, tal correlacdo € inexistente quando comparada com povos, de
diferentes continentes, provenientes de locais com baixos niveis de radiacéo solar e
com muitos meses de estiagem por ano (HOLDEN; MACE, 1997). A auséncia de
correlagcdo entre regibes de altas latitudes com baixa radiacdo solar e a LP foi
encontrada também por Itan e colaboradores (2009). Sendo assim, as autoras
sugerem que somente a hipotese cultural-histérica demonstra-se apta para explicar a
ocorréncia da persisténcia da lactase nas diferentes populacdes (HOLDEN; MACE,
1997). Ainda, Bloom e Sherman (2005) demonstraram que a ma-absorcao da lactose
esta associada a povos de regibes de climas extremos (presentes tanto em altas
guanto em baixas latitudes) e, mais fortemente, a ocorréncia histérica de doencas
severas gue acometem gados, fazendo com que o fendtipo LNP predomine em
populacées impossibilitadas de criarem gado de ordenha — corroborando a hipétese
cultural-historica.

A hipétese cultural-histérica caracteriza-se por ser um exemplo de coevolucéo
gene-cultura, pois o habito de ordenha e consumo de leite (sem efeitos colaterais)
favoreceu a selecéo positiva dos individuos lactase persistentes — aumentando sua
frequéncia e favorecendo a continuidade de tradigcdes pastoralistas (BEJA-PEREIRA
et al., 2003; DURHAM, 1991). E importante salientar, contudo, que esta hipotese néo
explica a baixa ocorréncia da persisténcia da lactase em populacdes asiaticas
pastoralistas — principalmente da Asia Central (SEGUREL et al., 2020). Em
populacées da Mongdlia, por exemplo, (apesar da frequéncia do fenétipo LP ser de
apenas 12,0%) (HEYER et al., 2011) foi identificado que laticinios compreendem cerca
de 35,0% de toda energia fornecida pela dieta e que seu consumo remonta a
aproximadamente 3000 AC (antes de Cristo) (JEONG et al., 2018; WILKIN et al.,
2020). A mesma inconsisténcia foi encontrada em popula¢cdes do Tibete, nas quais a
criacao de iaques para ordenha ocorre ha mais de 5000 anos e o consumo de leite e
derivados é parte fundamental da dieta, apesar da frequéncia da persisténcia da
lactase nao ultrapassar 30,0% (DONG; LONG; KANG, 2003; MIN-SHENG et al., 2012,
RHODE et al., 2007). A baixa prevaléncia (entre 25,0 e 32,0%) também foi observada
nas populacbes pastoralistas Kazakh do Uzbequistdo — regido com tradicdo de
consumo de leite ha mais de 5000 anos (HEYER et al., 2011; OUTRAM et al., 2009).
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Ségurel e colaboradores (2020) sugerem que mecanismos de adaptacao cultural,
incluindo processos de fermentacdo do leite (culminando na diminuicdo na
concentracdo de lactose do alimento) (BUTTRISS, 1997) e adaptacdo colbnica
(através da aclimatacdo da microbiota do célon mediante consumo constante de
lactose) (HERTZLER; SAVAIANO, 1996), poderiam justificar o0 desenvolvimento de
tradicdes de ordenha juntamente com o consumo de leite mesmo em populacdes que
apresentam a nao persisténcia da lactase, como as mencionadas, pois evitariam o0s
sintomas desagradaveis associados a ma digestdo do dissacarideo. O mesmo teria
ocorrido nas populacdes africanas da etnia Somali, nas quais muitos dos individuos
que apresentam o fendtipo LNP consomem leite fresco sem resultar em

manifestacdes clinicas (INGRAM et al., 2009a).

2.6.1 Surgimento do consumo adulto de leite

Evidéncias indicam que o aparecimento de sociedades pastoralistas ocorreu
no Oriente Médio durante o periodo Neolitico, que corresponde ao intervalo de 7000
a 2500 AC (VIGNE; HELMER, 2007). Os primeiros indicios dessas populacdes datam
de aproximadamente 11500 AC e baseiam-se na domesticacdo de espécies dais
quais sdo derivadas as ovelhas, cabras, vacas e porcos atuais (VIGNE, 2011).
Eventos de domesticacao independentes também ocorreram em 8500 AC e 5000 AC
no Vale do Indo (Paquistdo), em 8000 AC na China e em 7000 AC no Peru (VIGNE,
2011). Contudo, registros do uso de leite por essas popula¢gdes foram encontrados
somente milénios apds a domesticacdo. Os indicios mais antigos foram obtidos de
vasos de ceramica provenientes de povos que habitavam a regido da Anatélia (que
corresponde a porcdo asiatica da Turquia) em aproximadamente 7000 AC
(EVERSHED et al., 2008). Evidéncias encontradas nos vasos analisados apontam
para a ocorréncia do processamento do leite (através da fermentacéo) ja nessa época
(EVERSHED et al., 2008). Analises de isOtopos e osteoarqueologicas sugerem que a
utilizagédo de leite j& ocorria no inicio do oitavo milénio AC no Oriente Médio e na
metade do sexto milénio AC no Sul da Europa (VIGNE; HELMER, 2007). No restante
do continente europeu, indicios do consumo da bebida datam de 6110 AC no Reino
Unido (COPLEY et al., 2005); 5900-5500 AC na regidao da Roménia e Hungria (CRAIG
et al., 2005) e aproximadamente 5000 AC na Peninsula Escandinava (CRAIG et al.,
2011).
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No continente africano, os primeiros registros de utilizacdo de leite séo
remanescentes de ceramicas encontradas no deserto do Saara (na regido
pertencente ao territdrio da Libia) e datam de 7150-5750 AC (DUNNE et al., 2012).
No Leste africano, sobretudo no Suddo e Chade, pesquisas linguisticas e de arte
rupestre indicam o uso da bebida a partir de 3000 AC (JESSE et al., 2013). Na porcéao
Sul do continente, evidéncias da utilizacdo de leite (também identificadas através de
resquicios de gordura nas ceramicas) remontam ao primeiro milénio AC e séo
provenientes de populagbes de cacadores-coletores que habitavam a regidao que,
atualmente, corresponde ao Lesoto (FEWLASS et al., 2020). Os autores sugerem que
0 uso de leite nesses povos, que comumente apresentam o fenotipo de néo
persisténcia da lactase, ocorria através de laticinios e ndo da bebida fresca
(FEWLASS et al., 2020).

Na Asia, as evidéncias mais antigas referentes ao uso de leite datam de 3500
AC e referem-se ao seu consumo por populacdes pastoralistas que habitavam a
regido que corresponde, atualmente, ao Norte do Cazaquistdo (OUTRAM et al., 2009;
SEGUREL et al., 2020). Caracteristicas das ceramicas nas quais constatou-se a
presenca de leite apontam para seu processamento antes do consumo por parte
desses povos (OUTRAM et al., 2009). Na Mongdlia, analises de espectrometria de
massa em calculos dentais fossilizados identificaram o consumo a partir de 1456 AC
(JEONG et al., 2018). Em fosseis desse mesmo pais, Wilkin e colaboradores (2020)
obtiveram, a partir da andlise proteémica também de calculos dentais, indicios do
consumo lacteo a partir de 3000 AC — sendo a evidéncia mais antiga do consumo na
Estepe Euroasiatica. O mesmo tipo de analise, porém desempenhada em amostras
de individuos mumificados das tumbas de Xiaohe, na China, permitiu a identificacéo
de habitos de consumo de leite e, principalmente, de seu processamento para
producéo de kefir entre 1980-1450 AC (YANG et al., 2014).

A domesticacdo de mamiferos nas Américas data de 5050-4050 AC e envolve
0s ancestrais das lhamas, guanacos, vicunhas e alpacas atuais, que se expandiram
por toda a extens&do dos Andes sul-americano (KADWELL et al., 2001; WHEELER,
1995). Apesar disso, a auséncia de indicios arqueoldgicos e culturais sugere que o

leite desses animais néo teria sido utilizado pelas populacdes locais (GADE, 1999).

2.6.2 Surgimento e selecéo das variantes associadas a persisténcia da lactase
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Andlises utilizando a metodologia de homozigose do haplétipo estendido (EHH)
permitem estimar o tamanho da regido genémica na qual determinado alelo esta
inserido e, a partir disso, predizer sua idade e (possivelmente) identificar se a selec¢ao
natural esta atuando sobre ele positiva ou negativamente (SABETI et al., 2002). Em
populacdes do Norte da Europa, foi identificada a existéncia de uma regido do gene
LCT que se estende por mais de 1 Mb (megabases) em intenso desequilibrio de
ligacdo — constatada especialmente no haplétipo A, no qual a variante -13910*T esta
inserida — 0 que é consistente com a ocorréncia de selecdo positiva recente dessa
regido (POULTER et al., 2003). Bersaglieri e colaboradores (2004) demonstraram
(através de diferentes metodologias, incluindo a EHH) que, de fato, esta sele¢ao teria
ocorrido, visto que o haplotipo contendo as variantes -13910*T e -22018*A é
demasiadamente extenso — algo incomum, considerando sua elevada frequéncia, e
gue ndo se aplica aos demais blocos de haplétipos que o circundam. Os autores
identificaram que o surgimento da variante -13910*T teria ocorrido entre 20650 e 2188
anos atras (periodo em que a o continente europeu ja seria povoado por humanos e
que a separacdo entre a sua populacdo e as populacdes africanas e asiaticas
ancestrais estaria bem estabelecida). Além disso, o coeficiente de selecdo da variante
€ equivalente a 0,014 até 0,15 na populacdo euro-americana dos Estados Unidos e
entre 0,09 a 0,19 na populacdo escandinava, enfatizando a recente e grande
intensidade na qual a selecdo natural estaria atuando positivamente sobre o haplétipo
que contém este alelo — um dos exemplos mais fortes encontrados no genoma
humano até o momento (BERSAGLIERI et al., 2004; SEGUREL; BON, 2017). Valores
similares de coeficiente de sele¢éo foram obtidos por Enattah e colaboradores (2008),
incluindo também populacdes do Oriente Médio.

Apesar de, possivelmente, a variante -13910*T ter surgido antes ou
simultaneamente as praticas de ordenha, estudos envolvendo DNA antigo apontam
para sua prevaléncia somente milhares de anos depois (WALKER; THOMAS, 2019).
De acordo com Itan e colaboradores (2009), o alelo -13910*T comecgou a ser
selecionado em populacdes europeias a partir de 5500 AC, na regido central da
Peninsula Balcanica e da Europa Central. Porém, a ocorréncia mais antiga do SNP -
13910 C>T foi encontrada em um individuo da Ucrania datado de 4010 AC (SEGUREL
et al., 2020). Em amostras de 26 individuos, encontrados num sepultamento no Pais
Basco, que data de aproximadamente 3050-2550 AC (correspondendo ao periodo

Neolitico Tardio), foi identificada a frequéncia de 23,0% para o polimorfismo -13910
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C>T - a maior encontrada, at¢é o momento, em populacbes pré-historicas
(PLANTINGA et al., 2012). Referente a esse mesmo intervalo de tempo, foi observada
a frequéncia de 1,2% em populacbes da Europa Central, bem como a auséncia do
polimorfismo em populacdes asiaticas (SEGUREL et al., 2020). A variante -13910*T
foi encontrada também em um anico individuo do Noroeste europeu — dentre um total
de 230 — pertencente a Cultura do Vaso Campaniforme (Bell-Beaker culture, em
inglés) datado entre 2450-2140 AC (MATHIESON et al., 2015; OLALDE et al., 2018).
A auséncia do SNP -13910 C>T foi constatada em oito individuos do Neolitico e em
um individuo do Mesolitico (13000-9000 AC) — todos da Europa Central (BURGER et
al., 2007). No Norte da Europa, através da analise de dez individuos de populacdes
de cacgadores-coletores do Neolitico, foi identificada a frequéncia de apenas 5,0% para
o polimorfismo -13910 C>T, o que, de acordo com 0s autores, seria caracteristica
dessas populacBes e teria sido modificado para uma maior prevaléncia quando
populacdes sedentarias de agricultores as sucederam, dando origem aos
escandinavos atuais (MALMSTROM et al., 2010). Gamba e colaboradores (2014)
utilizando amostras de 13 individuos do Leste da Hungria, datados desde o Neolitico
Recente (5700 AC) até a Idade do Ferro (800 AC), constataram a presenca da variante
-13910*T somente a partir da Idade do Bronze (aproximadamente 1000 AC). Estudos
posteriores observaram, em populacdes de diversas regibes da Eurasia, que a
frequéncia do alelo -13910*T também era baixa na Idade do Bronze (equivalente a
10,0%) — sendo um pouco maior em povos da Escandindvia (ALLENTOFT et al.,
2015). Similarmente, o primeiro registro da variante -13910*T no continente asiatico é
proveniente deste mesmo periodo, tendo sido identificado em um individuo do
Cazaquistdo datando de 1763 AC (SEGUREL et al., 2020).

Estudos referentes a populacdes europeias da Idade Média sugerem que nesse
periodo o SNP -13910 C>T ja apresentaria a prevaléncia encontrada em populagfes
atuais. Através de amostras de 0ssos de povos que viveram entre 0s séculos X e Xl
na regiao que corresponde a atual Hungria, foi encontrada a frequéncia alélica de
27,8% para a variante -13910*T, encontrada apenas em camponeses e ausente em
individuos das camadas mais altas dessa sociedade (NAGY et al., 2011). O mesmo
tipo de andlise, porém contendo popula¢gBes dos séculos X ao Xl da Alemanha,
identificaram a frequéncia alélica de 50,0% para o polimorfismo -13910 C>T (KRUTTLI
et al.,, 2014). Em populacdes medievais da Polbnia Central, a frequéncia variou de
20,0 a 64,0% (WITAS et al, 2015). Ségurel e Bon (2017) propdem que a
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heterogeneidade nas frequéncias observadas nessas populacdes da ldade Média
pode decorrer tanto de erro amostral (devido a escassez de amostras disponiveis)
quanto da forte estratificacdo social existente neste periodo, inibindo que ocorresse
fluxo génico entre diferentes camadas da sociedade. Contudo, apesar da discrepancia
de valores, o aumento na frequéncia é significativo (se comparado aos povos pré-
historicos) e indica que o estabelecimento do alelo -13910*T no continente europeu
teria ocorrido recentemente (FAN et al., 2016; KRUTTLI et al., 2014).

Apesar de restrito a poucas populacdes, o alelo -13910*T estd presente em
algumas localidades do Norte e Centro da Africa. Diferentes estudos identificaram que
a variante, nessas populacdes, esta contida em haplétipos derivados do mesmo
ancestral encontrado na Europa (no caso do haplétipo encontrado na populacdo
Fulani, de Camardes) e Oriente Médio (no caso do haplétipo encontrado no povo
Mozabite, da Argélia), de modo que a ocorréncia do SNP -13910 C>T no continente
africano seria decorrente de fluxo génico com populacdes de fora da Africa (ENATTAH
et al., 2007; RANCIARO et al., 2014).

Tishkoff e colaboradores (2007) avaliaram o tamanho dos haplotipos
estendidos que incluiam as variantes -13907*G, -13915*G e -14010*C em populacdes
africanas e observaram desequilibrio de ligacdo com extensdes de aproximadamente
1,4 Mb; 1,1 Mb e mais de 2 Mb, respectivamente. Assim como identificado para a
variante -13910*T, as amplas extensdes sdo incomuns e sugerem auséncia de
recombinacdo o que, por sua vez, aponta para a ocorréncia de selecao positiva local
e recente desta regido (BERSAGLIERI et al., 2004; POULTER et al., 2003; TISHKOFF
et al., 2007).

A origem do alelo -13907*G foi estimada em aproximadamente 5000 anos. O
SNP teria surgido em popula¢des do Leste da Etidpia falantes das linguas cushiticas,
gue, posteriormente, teriam migrado para o Quénia e Sudédo (RANCIARO et al., 2014).
Enattah e colaboradores (2008), através de analises de rede de haplétipos,
identificaram que as variantes -13910*T e -13907*G pertenceriam a haplotipos
derivados de um mesmo bloco ancestral. Com isso, 0s autores sugeriram que ambos
os alelos poderiam ter suas frequéncias aumentadas a partir do mesmo evento de
domesticacdo de gado, contrapondo-se a proposta inicial de que ambos fariam parte
de contextos evolutivos distintos devido as suas origens separadas (TISHKOFF et al.,
2007). Posteriormente, Ranciaro et al. (2014) constataram auséncia de correlacéo

evolutiva entre os haplétipos contendo as variantes em questéo.
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Através da estimativa da idade do alelo ancestral comum mais recente, Enattah
e colaboradores (2008) identificaram que o surgimento dos alelos -13915*G e -3712*C
teria ocorrido ha 4095 anos (aproximadamente 2000 AC) em populagbes da regido
que corresponde a atual Ardbia Saudita. O aparecimento das variantes estaria
associado a diferentes eventos de domesticacdo de camelideos ocorridos nesta
época (ENATTAH et al., 2008). O coeficiente de selecéo estimado para o SNP -13915
T>G, em populacdes arabes, varia de 0,04 a 0,14 — indicando que a selecao positiva
também estaria atuando fortemente sobre este alelo (ENATTAH et al., 2008). Vale
ressaltar que a presenca desta variante em populacdes do Norte, Leste e Centro da
Africa é consequéncia do fluxo génico ocorrido com populacées do Oriente Médio
nessas regides (RANCIARO et al.,, 2014). Estima-se que a inclusdo do alelo em
guestdao no genoma das populacdes leste-africanas teria ocorrido a partir de 1400
anos atras, por meio da expanséao do Islamismo (ALEXANDER, 2001; RANCIARO et
al., 2014).

A idade da variante -14010*C foi estimada, em populagdes do Quénia e da
Tanzéania, entre aproximadamente 2700 - 6800 anos (TISHKOFF et al., 2007). O
surgimento do SNP é concomitante ao periodo em que ocorreram migracdes de povos
pastoralistas do Norte africano para o Leste do continente (local em que o
polimorfismo teria surgido) (AMBROSE, 1998; SMITH, 1992). Ranciaro e
colaboradores (2014) prop6em que o alelo apareceu primeiramente em populacdes
falantes das linguas afro-asiaticas, posteriormente sendo introduzido em povos
falantes das linguas nilo-saarianas. Macholdt e colaboradores (2015), através de
analises de variacfes de microssatélites, sugeriram que o surgimento do alelo seria
entre 6000-7000 anos atras no Leste da Africa, mas sua selec¢&o positiva teria ocorrido
somente a partir de 5000 anos, coincidindo com a primeira domesticacéo de gado no
continente africano (PHILLIPSON, 2005). Esses povos do Leste migraram para o Sul
do continente a partir de 2000 anos atras, explicando a ocorréncia do SNP (em
haplétipos derivados) também em populacdes dessa regiao (MACHOLDT et al.,
2014). Os valores de coeficiente de selecéo deste alelo, em populacdes africanas,
variam de 0,04 a 0,10 — consistentes com sele¢édo positiva, assim como as demais
variantes associadas a LP ja descritas (MACHOLDT et al., 2015; TISHKOFF et al.,
2007).

O surgimento e fixacdo (em alguns casos) independente de varios alelos que

culminam no mesmo fendtipo de persisténcia da lactase em populagfes distintas
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evidencia a ocorréncia de um processo denominado convergéncia evolutiva
(ENATTAH et al., 2007; FAN et al., 2016; TISHKOFF et al., 2007). Tal processo &
caracterizado pela evolucdo independente de caracteristicas similares a partir de
pressoes seletivas semelhantes que, nesse caso, seria a vantagem dos individuos LP
sobre os LNP, decorrente da habilidade dos primeiros em consumir leite e laticinios
sem desenvolver sintomas desagradaveis (CHRISTIN; WEINREICH; BESNARD,
2010).

2.7 PERSISTENCIA DA LACTASE NO BRASIL

Os primeiros estudos sobre variantes associadas ao fen6tipo da persisténcia
da lactase realizado em populagdes brasileiras identificaram, através de genotipagem,
os alelos -13910*T e -22018*A na populacdo euro-brasileira de Porto Alegre, no Rio
Grande do Sul, (n = 18) e em pacientes com doenca inflamatéria intestinal (n = 75),
diagnosticados como LP previamente através do teste do hidrogénio expirado
(BERNARDES-SILVA et al., 2007; BULHOES et al., 2007). Posteriormente, Mattar e
colaboradores (2009) também analisaram o SNP -13910 C>T, através de
genotipagem, em brancos (n = 399), pardos (n = 65) e pretos (n = 50), observando o
genadtipo homozigoto numa maior proporcdo em individuos brancos (6,0%, n = 24), e
seu genotipo heterozigoto em maior propor¢ao em individuos pardos (40,0%, n = 26).
Esse mesmo estudo apontou a frequéncia reduzida da variante -13910*T em
individuos pretos (12,0%, n = 6), bem como sua auséncia em descendentes de
japoneses (n = 53) — populagéo cujo SNP -22018 G>A demonstrou ser o marcador
mais adequado para diagnéstico da LP, devido a auséncia de outros polimorfismos
associados a persisténcia da lactase na populacdo que a originou (MATTAR et al.,
2010).

Nas populacdes amerindias brasileiras Guarani-Kaiowa (n = 84), Guarani-
Nandeva (n = 59), Kaingang (n = 72) e Xavante (n = 101), quando genotipadas para
a substituicdo -13910 C>T, também foi observado este alelo em baixa frequéncia, com
porcentagens de 0,6%; 7,6%; 4,9% e 0,5% respectivamente (FRIEDRICH et al.,
2012b). Os autores sugerem que a variante em questao tenha sido introduzida nessas
populacdes a partir de fluxo génico com populagdes europeias (FRIEDRICH et al.,
2012b). Ainda nesse estudo, foram identificados 15 haplétipos — inferidos a partir de

polimorfismos localizados no gene LCT e na sua regido flanqueadora 5’, utilizados por
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Hollox e colaboradores (2001) — dos quais apenas cinco estavam presentes, em todas
as populacdes avaliadas, em frequéncias iguais ou superiores a 5,0%, sendo eles os
haplétipos C (41,2%), A (29,2%), E (10,1%), B (9,3%) e U (7,2%). A frequéncia do
haplétipo E, provavelmente originado a partir da recombinacao dos haplétipos A e C,
nos amerindios brasileiros analisados é superior a encontrada em populacdes
africanas e europeias. Além disso, a prevaléncia de cada haplotipo varia de acordo
com a populacdo amerindia analisada: nos individuos das etnias Guarani-Kaiowa e
Guarani-Nandeva, o haplotipo A é o observado mais comumente, enquanto que nos
individuos das etnias Kaingang e Xavante o haplétipo C é o mais prevalente. Através
da aplicacdo do Teste de Neutralidade de Ewens-Watterson, foi concluido que os
haplotipos observados ndo estédo sob presséo de selecao (FRIEDRICH et al., 2012b).

Através de genotipagem dos polimorfismos -13910 C>T e -22018 G>A e
sequenciamento da regido do intron 13 do gene MCM6 em brasileiros de diferentes
regides do pais, Friedrich e colaboradores (2012a) identificaram que o SNP -13910
C>T, de origem europeia, € a variante associada a LP observada mais frequentemente
nos individuos analisados. A menor frequéncia foi constatada em afro-brasileiros de
Porto Alegre (n = 182) e em populacdes miscigenadas de Belém (n = 200), no Para,
e de Recife (n = 262), em Pernambuco, nas frequéncias alélicas de 18,4%, 17,5% e
20,4%, respectivamente, enquanto a maior frequéncia foi reportada em euro-
brasileiros de Porto Alegre (n = 337) (FRIEDRICH et al., 2012a). Além do SNP -13910
C>T, foram também identificadas em brasileiros as variantes associadas a LP -
14010*C (presente em um individuo de ancestralidade africana de Porto Alegre) e -
14011*T (presente em um individuo de Belém e em trés individuos de Recife)
(FRIEDRICH et al., 2012a). Nesse mesmo estudo, foram também observados os
alelos -13779*C e -13937*A, — 0s quais nao apresentam associacdo ao fenotipo
comprovada — em individuos de Recife e Porto Alegre (FRIEDRICH et al., 2012a). Até
0 momento, a variante -13779 G>C foi reportada em um individuo LNP da etnia
Somali, na Etiopia (INGRAM et al., 2009b), e em individuos do Oeste (n =4, frequéncia
alélica de 0,7%), Norte (n = 1, frequéncia alélica de 0,2%) e Sul (n = 50, frequéncia
alélica de 4,3%) da india (GALLEGO ROMERO et al., 2012). Enquanto a variante -
13937 G>A foi observada na Africa do Sul em dois individuos da popula¢do Xhosa
(frequéncia alélica de 1,4%) (TORNIAINEN et al.,, 2009) e em um individuo da
populacdo Chagga (frequéncia alélica de 1,2%) (JONES et al., 2015); em apenas um
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individuo no Chile (MORALES et al., 2011) e na populacdo Mambila, de Camardes
(frequéncia alélica de 0,8%) (JONES et al., 2015).

No estudo de Friedrich e colaboradores (2012a) também foram investigados
quais haplotipos do gene LCT, de acordo com os marcadores estipulados por Hollox
e colaboradores (2001), estavam presentes nos brasileiros analisados (n = 981). Ao
todo, foram identificados 26 hapldtipos, dos quais o haplotipo A foi 0 mais frequente
em todos os grupos (34,3% nos afro-brasileiros de Porto Alegre; 46,0% nos euro-
brasileiros de Porto Alegre; 38,0% na populacdo miscigenada de Belém e 37,8% na
populacdo miscigenada de Recife) — assim como também ja& constatado para
diferentes populacées da Africa, Europa e Asia (HOLLOX et al., 2001). Segundo os
autores, a grande diversidade de haplétipos encontrada na populacdo brasileira é
compreensivel considerando seu histérico de formacgédo, contendo contribuicdes de
amerindios, africanos e europeus (FRIEDRICH et al., 2012a).

Outro estudo, incluindo a genotipagem do alelo -13910*T nas populacfes euro-
brasileiras Menonita do Parana (n = 151, grupo de ancestralidade alema e holandesa
e com histérico de acentuada endogamia) e de Curitiba (n = 292) — ambas da regido
Sul do Brasil — identificou a maior frequéncia desta variante de origem europeia ja
reportada no pais, presente nas frequéncias alélicas de 65,0% e 33,0%,
respectivamente (BOSCHMANN et al., 2016). Prevaléncia similar foi identificada por
Oliveira e colaboradores (2020), também em populacdes euro-brasileiras de Curitiba
(n =122, frequéncia alélica de 34,0%).

2.8 COMPOSICAO GENETICA DA POPULACAO BRASILEIRA

As popula¢des que compreendem o Brasil sdo notavelmente heterogéneas,
sendo reflexo dos diversos povos que as originaram durante a formagéo do pais e das
diferentes dindmicas de miscigenacdo existentes entre eles (ALVES-SILVA et al.,
2000; RIBEIRO, 2014). De maneira geral, destacam-se trés grandes populacdes na
constituicdo gendmica e cultural dos brasileiros contemporaneos: amerindios,
africanos e europeus (RIBEIRO, 2014).

As populagbes que povoaram inicialmente a América do Sul eram do Norte do
continente e derivaram de povos asiaticos da regido dos Montes Altai, no Sul da
Sibéria, que se deslocaram para o continente americano no final do Pleistoceno (cerca
de 16,5 mil anos atras), através do estreito de Bering (GOEBEL; WATERS;
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O’ROURKE, 2008; SALZANO, 2011). Esse evento de migracao Unica promoveu um
acentuado efeito gargalo de garrafa — caracterizado pela perda de diversidade
genética da populacdo decorrente da reducdo de seu tamanho efetivo (NEI,
MARUYAMA; CHAKRABORTY, 1975) — que culminou na baixa variabilidade genética
encontrada em amerindios, além de proporcionar um gradiente na propor¢cdo de
ancestralidade siberiana ao longo das Américas (diminuindo no sentido norte-sul)
(WANG et al., 2007). Estima-se que o povoamento da América do Sul, e
consequentemente do Brasil, tenha ocorrido a partir de 14 mil anos atras, na regido
dos Andes (ROTHHAMMER; DILLEHAY, 2009). Embora evidéncias gendmicas
apontem para uma mesma populacdo ancestral, ndo ha consenso acerca das rotas
migratérias utilizadas por esses povos para se dispersarem pelo restante do
continente (REICH et al., 2012; ROTHHAMMER; DILLEHAY, 2009). E importante
destacar, contudo, a bem estabelecida diferenciacao constatada entre as populacdes
dos Andes, Amazbnia e Chacos, decorrente do isolamento promovido pelas barreiras
geograficas existentes nestas localidades (ROTHHAMMER; DILLEHAY, 2009;
SALZANO, 2011).

A partir do século XVI, com a chegada dos portugueses no territorio brasileiro,
a dinamica das populacdes nativas mudou drasticamente devido ao genocidio
promovido pelos invasores, que ocasionou o exterminio de cerca de 90,0% da
populacao original de 2 milhdes de pessoas (de acordo com estimativas) (CHARNY,
2000; SALZANO; BORTOLINI, 2002). Nesse mesmo século foi iniciada a migracao
em massa de europeus, com aproximadamente 700 mil portugueses vindo para o
Brasil entre 1500 e 1700 (IBGE, 2007).

Durante mais de 300 anos (entre os séculos XVI e XIX) ocorreu o trafico
negreiro transatlantico, promovendo a vinda de aproximadamente 4 milhdes de
africanos para serem escravizados em terras brasileiras (IBGE, 2007). Os africanos
trazidos forgcadamente vinham majoritariamente de duas regides: Costa da Mina, que,
atualmente, compreende os territérios de Gana, Togo, Benin e Nigéria, e Costa de
Angola, que corresponde ao Norte da atual Angola (SOUZA, 2008) (FIGURA 11).
Embora, a partir do século XVIII uma quantidade significativa de pessoas tenha vindo
do golfo de Benin, a maioria partia dos portos de Angola, principalmente de Luanda.
Quando desembarcavam no Brasil, os individuos podiam ser classificados de acordo
com os portos de onde foram embarcados ou das feiras em que haviam sido

negociados no interior da Africa — ignorando as etnias das quais eles eram
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pertencentes — de modo que as designacdes brasileiras ndo refletiam a ancestralidade
dessas populacbes (SOUZA, 2008). De maneira geral, na maior parte do territorio
brasileiro, os escravizados pertenciam a povos bantos (de diferentes etnias) da Africa
Central. Na Bahia, Maranh&o, Minas Gerais e Rio de Janeiro, contudo,
desembarcaram populacdes provenientes da Africa Ocidental, sendo formadas
principalmente por grupos iorubas, pertencentes a familia linguistica nigero-congolesa
(SOUZA, 2008).

FIGURA 11- PRINCIPAIS ROTAS DO COMERCIO TRANSATLANTICO DE ESCRAVIZADOS
PARA O BRASIL DURANTE OS SECULOS XVI AO XIX
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FONTE: UFG (2015).
LEGENDA: 1. Cabo Verde; 2. Bissau (Guiné-Bissau); 3. Sao Jorge da Mina (Gana); 4. Ajuda (Benim);
5. Lagos (Nigéria); 6. Sdo Tomé (Sdo Tomé e Principe); 7. Cabinda (Angola); 8. Luanda (Angola); 9.
Cassanje (Angola); 10. Benguela (Angola); 11. Mocambique; 12. Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil);
13. Salvador (Bahia, Brasil); 14. Recife (Pernambuco, Brasil); 15. Sao Luis (Maranh&o, Brasil); 16.
Belém (Pard, Brasil)

O trabalho escravo, exercido pelos africanos e seus descendentes, perdurou
oficialmente até 1888, com o decreto da abolicdo da escravatura (IBGE, 2007). Tal
ato foi motivado por diversos processos, incluindo atos de resisténcia tomados pelos
trabalhadores escravizados, como processos, fugas e organizagcdes (CHALHOUB,
2011; FLORENTINO, 2003; MARQUESE, 2006), e a proibicdo do trafico negreiro
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transatlantico imposta pela Inglaterra a partir de 1850 (FREITAS, 2009). A
necessidade de mao de obra para substituir o escravagismo aliada ao desejo de
diminuir a proporcao de negros — que correspondiam a mais da metade da populacao
brasileira — impulsionou o processo de “branqueamento”, caracterizado pelo
financiamento da politica imigratoria de europeus para o pais desempenhado pelo
governo brasileiro, culminando na vinda de mais de 3,5 milh6es de imigrantes até
1929, abrangendo mais de 1 milhdo de italianos e portugueses, e quantidades
inferiores de espanhdis, alemées, poloneses e japoneses (IBGE, 2007; SANTOS,
2002). A légica racista por tras desta politica baseava-se no Determinismo Biolégico
e em teorias eugenistas, nos quais o aumento da populacdo branca no Brasil
promoveria a miscigenagdo dos imigrantes com o0s brasileiros, de modo que o pais
obtivesse uma “raga purificada” e “menos negra” (FREITAS, 2009).

Atualmente, de acordo com a classificacdo utilizada pelo IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), a populacdo brasileira € composta por 45,2%
de brancos, 45,1% de pardos e 8,9% de pretos (IBGE, 2016). A distribuicdo dessas
proporcdes, contudo, varia de acordo com a regido do pais, havendo predominancia
de brancos nas regides Sul e Sudeste (76,7% e 52,9%, respectivamente) e de pardos
nas porcdes Norte, Nordeste e Centro-Oeste (70,2%, 62,0% e 52,0%,
respectivamente) (IBGE, 2016). E importante ressaltar que a metodologia pela qual
tais dados foram obtidos baseia-se na autodeclaracdo dos participantes o que,
segundo Piza e Rosemberg (1998) e Bastos e colaboradores (2009), pode suscitar
muitos erros devido a deturpacao da propria identidade ocasionada pelo racismo —
tendendo a “embranquecer” sua classificagdo. Outros autores apontam gque 0 mesmo
ocorre quando a classificacdo é feita por heterodeterminacéo, sendo a classe social
do entrevistado um importante componente utilizado para classificar sua cor,
enfatizando a complexidade da classificacao racial no Brasil (BASTOS et al., 2009;
TELLES, 2002).

Apesar de caracteristicas fisicas como a cor da pele serem comumente
utilizadas para predizer a ancestralidade dos individuos, esse tipo de classificagao
induz a erros significativos — especialmente em paises como o Brasil, em que a
miscigenacédo ocorre amplamente desde sua colonizacdo (SALZANO, 2004). Através
de andlises em populacdées do Rio Grande do Sul classificadas como “brancas”, foi
identificada acentuada contribuicAo de marcadores de ancestralidade africana e

amerindia no DNA mitocondrial (mtDNA) desses individuos, enquanto que os
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resultados de polimorfismos do cromossomo Y indicaram predominéancia de
ancestralidade europeia (MARRERO et al.,, 2005). As diferencas no padrdo de
ancestralidade inferidos por marcadores uniparentais em brasileiros ja haviam sido
constatadas previamente (ALVES-SILVA et al., 2000; CARVALHO-SILVA et al., 2001;
RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2007) e sao caracteristicas também de outras
populacdes latino-americanas miscigenadas e submetidas a processos de
colonizagdo (SANS, 2000). Tal similaridade identificada entre as populacdes é
consequéncia de cruzamentos direcionais — majoritariamente néo consentidos, devido
ao estabelecimento de relacdes de poder desiguais entre homens invasores europeus
e mulheres nativo-americanas e africanas, assim como seus respectivos
descendentes — ocorridos a partir do final do século XV e inicio do século XVI
(LACERDA, 2010; MERRIWETHER et al., 1997).

Parra e colaboradores (2003), utilizando dez alelos autossémicos populacao-
especificos (PSAs, do inglés population-specific alleles), estimaram a proporcao de
ancestralidade africana dos individuos da comunidade rural de Queixadinha, em
Minas Gerais, evidenciando a auséncia de correlacdo existente entre a cor da pele e
ancestralidade em brasileiros. Resultados similares foram obtidos em outros estudos
com populacdes de todo Brasil (FERREIRA et al., 2006; LEITE et al., 2011; LINS et
al., 2011; MOURA et al., 2015; MUNIZ et al., 2008; PENA et al., 2009, 2011; SOUZA
et al., 2019), demonstrando que a metodologia mais fidedigna e, portanto, mais
adequada para inferéncia de ancestralidade e estrutura populacional seriam os
marcadores autossémicos (LEITE et al., 2011; LINS et al., 2011). A partir dessas
analises, foi constatada uma composicao genética significativamente heterogénea da
populacdo brasileira (previamente deduzida, considerando a historia do pais),
havendo predominancia de ancestralidade europeia em todas as regides, com
maiores porcentagens na regido Sul (variando de 77,0% a 79,5%); seguida da
ancestralidade africana, com porcentagens mais elevadas na regido Nordeste
(variando de 27,0% a 29,3%); e com a menor contribuicdo de ancestralidade
amerindia, se sobressaindo na regido Norte (variando de 18,5% a 32,0%) (MOURA et
al., 2015; PENA et al., 2011).

E importante salientar que, no Brasil, o racismo estabelecido baseia-se no
fendtipo dos individuos, desconsiderando sua ancestralidade, sendo motivado, assim,

por razdes sociais e ndo bioldgicas, de modo que os estudos mencionados ndo podem
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ser utilizados para corroborar o mito da democracia racial no pais (KENT; WADE,
2015).

2.8.1 Populacéo afro-brasileira do Parana

O povoamento da regido que atualmente corresponde o estado do Parana
iniciou ha aproximadamente 10 mil anos (PROUS, 1992), com proto-populagfes que
deram origens aos povos que se estabeleceram nesta localidade — pertencentes aos
troncos linguisticos Tupi e Gé (MARTINS, 1995). Os Tupis-Guarani, do tronco Tupi,
se instituiram nas porcdes Norte, Noroeste e litorAnea, enquanto as populacdes
Kaingang e Xokléng (Botocudos), do tronco Jé, se distribuiram de Norte a Sul, no
centro e no litoral do estado (WACHOWICZ, 1967).

Com a chegada dos europeus, no final do século XV, o territério paranaense
tornou-se dominio espanhol devido a demarcacdo imposta pelo Tratado de
Tordesilhas, com apenas uma pequena por¢cdo ao Leste do estado sob dominio
portugués (MARTINS, 1995; SCHMIDT, 1996). Somente no século XVII o Parana
passou a pertencer a Coroa Portuguesa, com estabelecimento de populacdes luso-
brasileiras no litoral do estado e, posteriormente, na regido de Curitiba (ALEGRO et
al., 2013; SWAIN, 1988). Esses povos gradualmente se expandiram pelo restante do
estado, com consequente aniquilagdo de territérios e comunidades amerindias
(MOTA, 1992; SWAIN, 1988). A partir da metade do século XIX, houve
estabelecimento dessas populacdes no Norte do Parana. As porcbes Noroeste e
Sudoeste do estado foram as ultimas a serem ocupadas, ja no século XX (SILVA,
2016).

Além dos espanhdis e portugueses mencionados, outras populacdes europeias
foram importantes para a formacéo da populagédo paranaense. Em 1829, teve inicio a
formacdo das primeiras colonias do estado formadas por imigrantes aleméaes,
italianos, ucranianos e poloneses — dos quais grande parte tinha sua vinda financiada
por instituicbes privadas e publicas (ALEGRO et al., 2013). Tais colbnias,
normalmente formadas por mais de uma etnia, tinham como objetivo instituir a
agricultura de subsisténcia para suprir as necessidades do Parana (PRIORI et al.,
2012). De acordo com Martins (1995), estima-se que entre 1829 e 1929 o estado tenha
recebido cerca de 130 mil imigrantes europeus.
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Segundo Raggio, Bley e Trauczynski (2018), na segunda metade do século XVI
ja haviam populacbes negras no territério paranaense, escravizadas por
colonizadores portugueses que buscavam ouro no litoral. Em 1780, no primeiro
levantamento realizado no estado, foi identificado que individuos negros e pardos
equivaliam a mais de 40% dos paranaenses (MARTINS, 1995). Entre 1640 e 1700
estima-se que 25% da populacdo do Parana era composta por negros escravizados,
e entre 1798 e 1830 a proporcéo era de cerca de 20% (FELIPE, 2018; GUTIERREZ,
1988). Apesar de menos expressiva do que no restante do pais, a mao-de-obra
escravizada era essencial para a economia colonial e amplamente empregada no
estado (RAGGIO; BLEY; TRAUCZYNSKI, 2018). De acordo com o recenseamento de
1804 nas cidades de Antonina e Castro, 0s escravizados eram majoritariamente
brasileiros, ou seja, descendentes de africanos nascidos no Brasil e, dentre os poucos
africanos identificados, havia predominancia de individuos pertencentes a grupos
bantos, além de menores proporcdes de sudaneses (GUTIERREZ, 1988).

Na época dos processos abolicionistas, a quantidade de negros escravizados
— oficialmente — diminuiu de maneira acentuada no Parana: de 10500 em 1872 para
3600 em 1887. Contudo, esta reducdo populacional estd associada a morte e
transferéncia dos individuos, e ndo a alforria concedida pelos escravocratas (LAU
FILHO, 2018). No século XX, a populacao preta e parda do estado do Parana voltou
a aumentar, com elevadas taxas de crescimento nos anos 1950 e 1960 (DELGADO,
2018).

De acordo com as estimativas mais recentes (IBGE, 2019), o Parana possui
11,4 milhdes de habitantes, dos quais 3,2% e 25,1% sdo pretos e pardos,
respectivamente (IBGE, 2011) (FIGURA 12). Com isso, € o estado do Sul do pais com
a maior populagcéo negra, equivalente a 28,3% (DELGADO, 2018).
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FIGURA 12 - DISTRIB’UICAO DA POPULAGCAO NEGRA NOS MUNICIPIOS DO ESTADO DO
PARANA
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FONTE: Adaptado de Instituto de Terras, Cartografia e Geologia do Parana (2010).

Através de polimorfismos dos genes do sistema HLA, Probst e colaboradoras
(2000) estimaram a origem de populacdes euro-brasileiras do Parana. Em euro-
brasileiros, a ancestralidade demonstrou ser majoritariamente europeia (80,6%),
enquanto que nos afro-brasileiros havia predominéncia de ancestralidade africana
(49,5%) e europeia (41,8%). Similarmente, Braun-Prado e colaboradores (2000)
identificaram que os alelos do sistema HLA caracteristicos de populacdes europeias
e subsaarianas eram encontrados em todos os grupos populacionais do estado. Alelos

de origem asiatica e amerindia apresentavam baixas frequéncias nessas populagdes.
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Manta e colaboradores (2013), utilizando polimorfismos de insercao e delecéao
(indels) como marcadores autossémicos informativos de ancestralidade (AIM-Indels),
estimaram as propor¢cdes de ancestralidade da populagdo paranaense -
desconsiderando seu fendtipo. Os resultados obtidos assemelharam-se aos
encontrados na populacdo brasileira total, mencionados previamente, havendo
predominéancia europeia (71,0%), seguida de africana (17,5%) e amerindia (11,5%).
Os autores demonstraram também que 0s paranaenses amostrados tinham uma das
mais baixas distancias genéticas em relagdo a europeus (Fst = 0,0125) —
diferentemente do que foi encontrado em demais popula¢des brasileiras (Fst variando
de 0,011 a 0,052 em populacbes da Regido Sudeste; de 0,0451 a 0,248 em
populacdes da Regido Centro-Oeste; de 0,048 a 0,050 em populagcbes da Regiao
Nordeste e de 0,081 a 0,229 em popula¢cdes da Regido Norte). A distancia genética
foi calculada a partir do Fst, que compara a variagdo genética existente entre duas
populacdes com a variacdo encontrada na populagcédo total (HOLSINGER; WEIR,
2009).

2.8.2 Comunidades Quilombolas

De acordo com Moura (1992), diversos tipos de manifestacdes de resisténcia
foram organizadas pelos escravizados ao longo dos mais de 300 anos de duragéo,
oficial, da politica escravocrata brasileira. O autor denomina tais manifestacdes de
“quilombagem”, que incluiam guerrilhas, insurrei¢cdes e os quilombos.

A definicdo classica de quilombo constitui-se da habitagcdo conjunta de
escravizados fugitivos, ocorrendo em todo o territério brasileiro — embora em
diferentes magnitudes e estruturacdes (CHAGAS, 2001; MOURA, 1986). As varias
comunidades quilombolas espalhadas por todo o Brasil — apesar de localizadas em
areas afastadas — ndo eram organizacdes isoladas, de modo que outras classes
marginalizadas da populacdo brasileira também as integravam, como indigenas e
negros livres perseguidos, mulheres sem profisséo e prostitutas, desertores do servi¢o
militar, dentre outros (MOURA, 1986, 1992). Apesar disso, Carneiro (2001) elenca os
quilombos como locais de reafirmacdo da cultura africana, cuja expressao e
manifestacéo na sociedade vigente era reprimida. O proprio termo “quilombo” deriva

da palavra de origem banta ki-lombo, que era a designacédo dada pelos povos
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Imbangalas aos acampamentos em que viviam, na regido que corresponde a atual
Angola (MUNANGA, 2001; SOUZA, 2008).

Com a abolicdo do regime escravocrata, os quilombos deixaram de ser um local
de fuga a passam a constituir comunidades camponesas, das quais apenas algumas
conseguiram se manter no mesmo territorio devido, principalmente, a Lei das Terras
de 1850, que assegurava o direito a terra somente mediante sua compra, expulsando
demais ocupantes (FIABANI, 2007). Consequentemente, muitas dessas populacdes
— juntamente com povos indigenas e outras comunidades tradicionais — foram
marginalizadas socialmente desde entédo (LEITE, 2008).

Através de esforcos dos movimentos sociais negros, a Constituicdo Brasileira
de 1988 passou a reconhecer legalmente as Comunidades Quilombolas, conferindo-
lhes o direito a terra (LEITE, 2008) — uma vez que esta € inerente a prépria identidade
desses grupos (GOMES, 2010; SARMENTO, 2007). Desta forma, alguns autores
sugerem uma atualizacdo na definicdo de quilombo, passando a ser entendido como
“direito a terra, enquanto suporte de residéncia e sustentabilidade [...] nas diversas
unidades de agregacdo das familias e nudcleos populacionais compostos
majoritariamente, mas ndo exclusivamente, de afrodescendentes” (LEITE, 2008).
Porém, apesar de terem seu direito garantido pela Constituicdo Brasileira, tais
comunidades continuam Iutando pela sua efetivacdo e sdo constantemente
ameacadas de expropriacdo, a partir tanto da criacdo de projetos de lei visando
revogar tal direito, quanto da invasdo dessas propriedades desempenhada por
agentes expropriadores — muitas vezes assegurados por instituicées legais (GOMES,
2010; LEITE, 2010).

E importante salientar que as Comunidades Quilombolas n&o ficaram isoladas
das demais populagdes brasileiras, embora o grau de interagdo com o0s povos vizinhos
seja variavel (SCHMITT; TURATTI; CARVALHO, 2002). Bortolini e colaboradores
(1995) evidenciaram tal variacdo ao analisarem, através da analise de polimorfismos
de 20 genes, as proporgcdes de ancestralidade de quatro Comunidades Quilombolas
de diferentes regides (Curiepe, Trombetas, Cameta e Paredédo, localizadas na
Venezuela, Para, Tocantins e Rio Grande do Sul, respectivamente). Os valores
obtidos oscilaram entre 46,7% a 80,2% para ancestralidade africana (46,7% em
Curiepe; 56,4% em Trombetas; 48,0% em Cameta e 80,2% em Paredao), 17,9% a
36,2% para ancestralidade europeia (36,2% em Curiepe; 23,8% em Trombetas; 17,9%

em Cameta e 19,8% em Paredao) e 0,0 a 34,1% para ancestralidade amerindia
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(17,1% em Curiepe; 19,8% em Trombetas; 34,1% em Cameta e 0,0% em Pared&o).
Um outro estudo, envolvendo a analise de 48 polimorfismos indels em dez
comunidades do Vale do Ribeira, no estado de S&o Paulo, — com ocorréncia de fluxo
génico entre elas — obteve variagOes similares: 7,3 a 69,5% para ancestralidade
africana, 12,9 a 68,3% para ancestralidade europeia e 7,3 a 58,5% para
ancestralidade amerindia (KIMURA et al., 2013).

Ainda, através de analises de sete AIMs (Marcadores Informativos de
Ancestralidade), Luizon (2007) investigou as propor¢des de ancestralidade gendmica
em trés Comunidades Quilombolas de diferentes regiées do Brasil: Comunidade Rural
de Sdo Goncgalo (BA), Comunidade da Barra (BA) e Comunidade de Sertdo do
Valongo (SC). Assim como detectado nos trabalhos descritos anteriormente, o autor
identificou predominéancia de ancestralidade africana em todos os quilombos (68,1%
em Sao Gongalo; 95,4% em Barra e 68,1% em Sertdo do Valongo), porém em apenas
duas delas foram constatadas contribuicbes de ancestralidade europeia (21,6% em
Sao Gongalo e 31,9% em Sertdo do Valongo) e amerindia (10,3% em S&o Gongalo e
4,6% em Barra).

2.8.2.1 Sertédo do Valongo

A Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo localiza-se na zona rural do
municipio litoraneo de Porto Belo, no Sul do estado de Santa Catarina (27°12°12"S
48°44’30"W). Estima-se que sua fundacado tenha ocorrido por volta dos anos 1880,
através de quatro casais formados por sete negros ex-escravizados e um homem
branco (LEMES et al., 2015; SOUZA; CULPI, 1992). Teixeira (1990) sugere que, num
periodo anterior a este, ja haviam familias de origem africana e nao-africana
estabelecidas na regido em questdo e que ela seria, na verdade, um ponto de
convergéncia para ex-escravizados provenientes de localidades préximas.

De acordo com Souza e Culpi (2005), em 1995 a comunidade de Valongo era
composta por 74 pessoas. Dados do Iphan (Instituto do Patriménio Historico e Artistico
Nacional) apontam para a existéncia de 34 familias compondo a comunidade, entre
2005 e 2008 (BORBA, 2016). Nestas familias foi identificado um elevado grau de
consanguinidade, com o coeficiente médio de endocruzamentos, F, equivalente a
0,081 (SOUZA; CULPI, 2005) — mais elevado que o estimado, na mesma época, para
o estado de Santa Catarina (F = 0,00032) e para o Brasil (F = 0,00088) (FREIRE-
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MAIA, 1990). A endogamia seria impulsionada tanto pela forte manifestacéao religiosa
presente na comunidade (convertida a Igreja Adventista no inicio do século XX), que
estimula somente casamentos entre seus membros, quanto da segregacao racial por
parte das populagdes vizinhas, compostas tradicionalmente por brancos catdlicos de
origem alema, italiana e portuguesa (BORBA, 2016; SOUZA; CULPI, 1992, 2005).
Castells (2006) sugere ainda que os casamentos endogamicos, praticados desde a
fundacdo da comunidade, seriam também uma maneira de manter as terras dentro da
mesma familia, aspecto de grande importancia considerando os dois propdésitos da
propriedade naquele contexto: trabalho (através da agricultura) e moradia.

O diminuto tamanho da populacdo (total e efetiva, n = 74 e n = 21,
respectivamente) de Sertdo do Valongo e a pequena taxa de migragéo (estimada em
4%), constatados por Souza Culpi (2005), séo indicativos da deriva genética nesta
comunidade. Além disso, a auséncia de varios alelos e haplotipos considerados
polimorficos, corroboram a ocorréncia de efeito fundador, caracterizado pela perda de
variabilidade devido aos poucos individuos (que continham apenas uma fracdo de
alelos) que originaram a populagéo (MAYR, 1954).

Souza e Culpi (2005) estimaram a ancestralidade da populacéo da comunidade
de Valongo, através de marcadores autossémicos classicos. Os individuos analisados
possuiam alelos predominantemente de origem africana subsaariana (97,3%) com
uma pequena parcela de alelos de origem europeia (2,7%). Luizon (2007) também
estimou a ancestralidade desta populacao, através de AIMs, e, apesar de encontrar o
mesmo padrao, os valores obtidos foram distintos dos encontrados no estudo descrito
anteriormente (68,1% para ancestralidade africana e 31,9% para ancestralidade

europeia).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as populacdes afro-brasileiras de Curitiba e Regido Metropolitana

(Parand) e da Comunidade Quilombola de Sertdo de Valongo (Santa Catarina) quanto

aos polimorfismos relacionados ao fenétipo da persisténcia da lactase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

c)

d)

9)

h)

Inferir os fendtipos dos individuos através da presenca das variantes
associadas a persisténcia da lactase, localizadas no intron 13 do gene MCM6;
Descrever as frequéncias alélicas, genotipicas, fenotipicas e haplotipicas das
populacdes amostradas;

Verificar se as frequéncias genotipicas das populacdes se encontram em
equilibrio de Hardy-Weinberg;

Avaliar, através da estimativa dos valores de p, D’ e r2, se os polimorfismos
analisados se encontram em desequilibrio de ligacao;

Comparar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas encontradas entre
as populacdes de Curitiba e Regido Metropolitana e de Sertdo do Valongo e
verificar se ha diferencas entre ambas;

Comparar as frequéncias das variantes encontradas entre as populacées afro-
brasileiras analisadas e demais populacdes brasileiras;

Comparar as frequéncias das variantes encontradas entre as populacdes afro-
brasileiras analisadas e outras populacdes latino-americanas;

Comparar as frequéncias das variantes encontradas entre as populacdes afro-

brasileiras analisadas e populacdes africanas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Foram incluidas 338 amostras de individuos afro-brasileiros decorrentes de
coletas realizadas previamente, sendo 319 provenientes de Curitiba e Regido
Metropolitana (PR) e 19 provenientes da Comunidade Quilombola de Sertdo do
Valongo, na regiéo rural de Porto Belo (SC) (FIGURA 13). Dentre as 319 amostras de
Curitiba e Regido Metropolitana, 59 foram cedidas pela Prof2. Dr2. Maria Luiza Petzl-
Erler e séo oriundas do Painel do Laboratério de Genética Molecular Humana (LGMH)
da Universidade Federal do Parana (UFPR), tendo sua coleta e uso aprovados pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), nimero de parecer
2.045.739/2017; 260 foram cedidas pelo Prof. Dr. Ricardo Lehtonen Rodrigues de
Souza e pertencem ao Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo (LPL) da mesma
instituicdo, com seu uso aprovado pela Conep, numero de parecer 180/2001.
Amostras provenientes de 19 individuos da Comunidade Quilombola de Sertdo do
Valongo foram cedidas pela Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza do Laboratério de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) e possuem aprovacdo pelo Comité de Etica dessa mesma instituicao.

A classificagdo dos individuos amostrados como afro-brasileiros foi realizada
através de diferentes critérios. Na populacdo de Curitiba e Regido Metropolitana,
baseou-se na heteroclassificacdo dos individuos, desempenhada pelos
pesquisadores encarregados de coletar o material bioldogico em questdo. Parte das
amostras dessa populacao foram analisadas quanto a ancestralidade genémica, por
meio dos polimorfismos de genes HLA, apresentando predominancia de componentes
genéticos africano (49,5%), seguido de europeu (41,8%) e amerindio (8,7%) (BRAUN-
PRADO et al.,, 2000; PROBST et al., 2000). A classificacdo da Comunidade
Quilombola de Sertdo do Valongo como afro-brasileira, por sua vez, foi realizada
levando em conta o historico de fundacdo da comunidade por ex-escravizados de
ancestralidade predominantemente africana (LEMES et al., 2015; SOUZA; CULPI,
1992).
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FIGURA 13- LOCALIDADES DAS POPULACOES AMOSTRADAS
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FONTE: A autora (2020).

4.2 PCR GENE MCM6

A partir do DNA extraido foram realizadas PCR (do inglés polymerase chain
reaction) do intron 13 do gene MCM6, com amplificacdo de um fragmento de 594
pares de base através de dois iniciadores (RANCIARO et al., 2014) (TABELA 2).
Devido a modificagfes nos reagentes utilizados no laboratério, foram utilizados dois
protocolos de PCR: um contemplando as amostras do Painel do Laboratério de
Genética Molecular Humana (UFPR) (TABELA 3), enquanto o outro foi utilizado para
as amostras provenientes do Laboratorio de Polimorfismos e Ligacdo (UFPR) e do
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (UFSC) (TABELA 4). Em cada reacdo de
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PCR foram empregados controles positivo e negativo, que respectivamente,

correspondiam a amostras de DNA de gendtipo conhecido e solucbes completas

contendo agua ao invés de DNA. As soluc¢des foram submetidas ao termociclador sob

as condicdes explicitadas na TABELA 5.

TABELA 2 -

INICIADORES ESPECIFICOS UTILIZADOS NA REACAO DE PCR DO GENE MCM6

Iniciador direto (forward)

Iniciador reverso (reverse)

5 GGCAGGGGTTTGGAACTTTC 3t

5 CTGTTGAATGCTCATACGACCA 3t

Fonte: A autora (2020).

1 RANCIARO et al. (2014).

TABELA3- PROTOCOLO DE PCR UTILIZADO PARA AS AMOSTRAS PROVENIENTES DO
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR HUMANA (UFPR)
Reagentes [Inicial] [Final] Volume (pL)
Tampao (x) 10,00 1,50 1,50
MgClz (mM) 50,00 1,50 0,30
dNTP (mM) 2,00 0,20 1,00
Iniciador direto (10pmol/uL) 10,00 0,25 0,25
Iniciador reverso (10pmol/uL) 10,00 0,25 0,25
Taqg Polimerase Convencional (U/uL) 5,00 0,02 0,04
DNA - - 1,50
Agua (miliQ) - - 5,16
TOTAL - - 10,00
FONTE: A autora (2020).
TABELA4- PROTOCOLO DE PCR UTILIZADO PARA AS AMOSTRAS PROVENIENTES DO

LABORATORIO DE LIGAGCAO E POLIMORFISMOS (UFPR) E DO LABORATORIO DE

POLIMORFISMOS GENETICOS (UFSC)

(Reagentes [Inicial] [Final] Volume (pL)
Master Mix® - - 3,33
Iniciador direto (10pmol/pL) 10,00 0,20 0,20
Iniciador reverso (10pmol/uL) 10,00 0,20 0,20
DNA - - 1,50
Agua (miliQ) - - 4,77
TOTAL - - 10,00

FONTE: A autora (2020).

NOTA: O Master Mix® foi recebido no laboratério através de doagdes. O céalculo para seu uso neste
protocolo baseou-se na porcentagem de mix utilizado na reacdo previamente otimizada (TABELA 3).
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TABELAS - PROGRAMA DO TERMOCICLADOR UTILIZADO NA PCR DO GENE MCM6

Etapa N° de ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao inicial 1 94 2 min
Desnaturacao 94 15s
Anelamento 30 55 30s
Extensdo 72 1 min
Extenséo final 1 72 1 min
Espera 1 12 5 min

FONTE: A autora (2020).

As amplificacfes resultantes foram observadas em corrida eletroforética a 80
volts (V) durante 45 minutos, em gel de agarose 1% corado com Unisafe Dye®
(Uniscience) — fluorescente sob luz ultravioleta. As amostras que possuiam
fragmentos amplificados, verificados através dos padrbes eletroforéticos, foram
selecionadas para sequenciamento (n = 276, dos quais 258 sdo provenientes dos afro-
brasileiros de Curitiba e Regido Metropolitana e 18 sdo provenientes dos afro-

brasileiros da Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo).

4.3 SEQUENCIAMENTO

Os produtos de PCR das amostras selecionadas foram submetidos a
purificagéo com a finalidade de eliminar reagentes excedentes da reagéo (TABELA 6).
A reacdo foi incubada no termociclador por 60 minutos a temperatura de 37°C seguido

de 15 minutos a temperatura de 80°C.

TABELA6- CONCENTRACAO DOS REAGENTES PARA A REACAO DE PURIFICACAO

Reagentes Volume (pL)
Exonuclease | 0,40
FastAP 1,00
Agua (miliQ) 0,60
TOTAL 2,00

FONTE: A autora (2020).

Para a reacéo de sequenciamento (TABELA 7) foram utilizadas duas solucdes,

uma com o iniciador direto e a outra com o iniciador reverso (TABELA 2). As reacdes
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ocorreram em placas de 96 poc¢os e passaram por um programa no termociclador com
duracéo total de 150 minutos (TABELA 8).

TABELA 7 - CONCENTRAGAO DOS REAGENTES PARA A REAGAO DE SEQUENCIAMENTO

Reagentes Volume (pL)
Agua (miliQ) 5,60
Iniciador (10pmol/uL) 0,20
Tampéo 5x 1 1,90
Big Dye® 0,30
TOTAL 8,00

FONTE: A autora (2020).
1 Tampao preparado in house.

TABELA 8 - PROGRAMA DO TERMOCICLADOR PARA A REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Etapa N° de ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao inicial 1 95 1 min
Desnaturacao 95 10s
Anelamento 25 50 5s
Extensédo 60 4 min
Espera 1 4 1 min

FONTE: A autora (2020).

Posteriormente as solucbes passaram por uma nova purificacdo por
precipitacdo: a placa contendo as reacdes de sequenciamento foi centrifugada. Em
seguida, se adicionou 2,5 yL de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) com a
concentracdo de 125 milimolar (mM) e 30 uL de etanol absoluto. Logo apés, estando
fechada com borracha especifica, passou por agitacdo manual 30 vezes; permaneceu
em temperatura ambiente por 15 minutos e foi centrifugada a 18°C na velocidade de
3220 rcf (forga centrifuga relativa) por 45 minutos. Com a borracha removida, foi virada
abruptamente e centrifugada invertida por 6 segundos, a fim de eliminar o
sobrenadante. Entdo, acrescentou-se 30 pL de etanol 70,0% e a placa foi fechada
com a mesma borracha e centrifugada a 25°C na velocidade de 3220 rcf por 5 minutos.
Novamente, com a borracha removida, foi virada manualmente de forma rapida;
centrifugada de maneira invertida por 6 segundos e permaneceu coberta, em
temperatura ambiente, durante 20 minutos com o proposito de finalizar a evaporacéo

do etanol adicionado previamente. Por fim, foi acrescentado 10 pL de Hi-Di
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Formamida e as reacdes de sequenciamento foram injetadas no sequenciador 3500

Series Genetic Analyzers (The Applied Biosystems™).

4.4 ANALISES BIOINFORMATICAS

As sequéncias obtidas foram alinhadas a sequéncia consenso de referéncia
GRCh38.p12, disponibilizada no NCBI (National Center for Biotechnology
Information), no software Mutation Surveyor®, versao 3.30 (SoftGenetics). Através do
alinhamento, foi possivel identificar as variantes nas posicées de interesse. No total,
foram analisados dez loci cuja associagao ao fenétipo da persisténcia da lactase ja foi
demonstrada ou sugerida, sao eles: -13730, -13779, -13907, -13910, -13913, -13915,
-13937, -14009, -14010 e -14011.

As frequéncias alélicas e genotipicas, a verificacdo do equilibrio de Hardy-
Weinberg e os parametros estimados para o desequilibrio de ligacéo entre loci (valor
de p, D’ e r2) foram examinados utilizando o pacote “genetics”, v. 1.3.8.1.2. (WARNES,
2019), implementado na linguagem de programacdo R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2020). A estimativa de diversidade genética obtida através dos valores de
heterozigosidade foi examinada utilizando o pacote “pegas”, v. 0.13 (PARADIS, 2010),
também implementado na linguagem de programacédo R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2020).

A inferéncia dos fenoétipos foi realizada através de contagem direta,
concebendo os alelos das posicbes -13907, -13910, -13915, -14009, -14010 e -14011
de cada genotipo, considerando a correlacbes descritas na literatura mencionadas
previamente (TABELA 9). As posi¢cdes -13730, -13913, -13937 e -13779 foram
desconsideradas para a atribuicdo do fenétipo LP devido as inconsisténcias, até o

momento, de evidéncias que corroborem suas associagoes.
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TABELA9-  ALELOS UTILIZADOS PARA ATRIBUICAO DO FENOTIPO LP

Posicédo Alelo
-13907 G
-13910
-13915
-14009
-14010
-14011

4 0 0 6 4

FONTE: A autora (2020).

Através do algoritmo PHASE (STEPHENS; SMITH; DONNELLY, 2001),
implementado no software DNASP, versédo 6.12.03 (ROZAS et al., 2017), foi realizada
a reconstrucao dos haplétipos (considerando as posicées -13730, -13779, -13907, -
13910, -13913, -13915, -13937, -14009, -14010 e -14011). Neste mesmo software,
foram obtidas as frequéncias haplotipicas.

Para determinacdo da diferenciacdo genética entre as populagbes afro-
brasileiras amostradas foi utilizado o coeficiente de endogamia Fst, que baseia-se na
diferenca existente entre as frequéncias alélicas das populacbes (HOLSINGER,;
WEIR, 2009). Tal coeficiente foi obtido pelo software Arlequin, versdo 3.5.2.2
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

Para determinar a diferenciacéo entre as frequéncias fenotipicas, haplotipicas,
alélicas e genotipicas entre as populacdes afro-brasileiras de Curitiba e Regido
Metropolitana e da Comunidade Quilombola de Sertédo do Valongo, foi realizado o
teste x2 para a igualdade de proporgdes através do pacote “stats”, v. 4.0.2,
implementado na linguagem de programacdo R (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2020). Este mesmo teste foi utilizado para a comparacéao das frequéncias alélicas dos
afro-brasileiros mencionados com as frequéncias alélicas de populacdes brasileiras,

latino-americanas e africanas.
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5 RESULTADOS

Dentre as 276 amostras sequenciadas, 259 foram selecionadas para analises
—excluindo 17 amostras pertencentes a populacao de Curitiba e Regido Metropolitana
por serem provenientes de parentes consanguineos de até 1° grau. Tal critério de
exclusdo nédo foi aplicado as amostras da Comunidade Quilombola de Sertdo do

Valongo pois a elevada consanguinidade é caracteristica da populagéo.

5.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

Na populagdo afro-brasileira de Curitiba e Regido Metropolitana, foram
identificados alelos monomorficos, ndo associados ao fenétipo da persisténcia da
lactase, nas posicdes -13779, -13907, -13913, -13937, -14009 e -14010. Apesar dos
alelos -13915*T e -14011*C serem monomorficos pois suas frequéncias séo
superiores a 99,0%, foram encontradas também nesses loci as variantes marcadoras
para a LP -13915*G e -14011*T, presentes, cada uma, em um Unico individuo. Foram
observados alelos polimérficos somente em dois dos dez loci analisados, nas
posicdes -13730 e -13910, incluindo a presenca da variante associada a LP de origem
europeia, -13910*T, em 81 individuos. Nesta populacdo foram identificadas ainda as
substituicdes ndo associadas ao fendtipo -13732 C>A (rs182609517) e -13752 C>T
(rs893578023), em um individuo cada.

Na populacdo de Sertdo do Valongo, alelos polimorficos foram identificados
somente na posicao -13730, apresentando as variantes T e G. Nas demais posicoes
analisadas, observou-se apenas alelos monomarficos ndo associados a persisténcia
da lactase (TABELA 10).
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TABELA 10 - FREQUENCIAS ALELICAS DAS VARIANTES DO INTRON 13 DO GENE MCM6

REGIAO DE CURITIBA SERTAO DO VALONGO
Locus Alelo . . Numero de Frequéncia . _Numero de Frequéncia
individuos (n = 241) individuos (n = 18)

T 240 0,975 18 0,833
-13730

G 11 0,025 6 0,167

C 241 0,998 18 1
-13732

A 1 0,002 0 0

C 241 0,998 18 1
-13752

T 1 0,002 0 0

G 241 1 18 1
-13779

C 0 0 0 0

C 241 1 18 1
-13907

G 0 0 0 0

C 232 0,813 18 1
-13910

T 81 0,187 0 0

T 241 1 18 1
-13913

C 0 0 0 0

T 241 0,998 18 1
-13915

G 1 0,002 0 0

G 241 1 18 1
-13937

A 0 0 0 0

T 241 1 18 1
-14009

G 0 0 0 0

G 241 1 18 1
-14010

C 0 0 0 0

C 241 0,998 18 1
-14011

T 1 0,002 0 0

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Em negrito estdo destacados os alelos associados a persisténcia da lactase.

Nos individuos da populacdo de Curitiba e Regido Metropolitana, foram
observados quatro genétipos associados ao fenotipo da persisténcia da lactase: -
13910 C/T, -13910 T/T, -13915 G/T e -14011 C/T (sendo os dois primeiros 0s mais
abundantes). As frequéncias genotipicas dos loci que apresentam mais de um alelo —
-13730, -13910, -13915 e -14011 — encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p
=0,13,p=0,83, p=1ep=1, respectivamente) (TABELA 11).

Nenhum genétipo associado ao trago LP foi observado na populagéo de Sertdo
do Valongo. As frequéncias genotipicas da posi¢céao -13730, unico locus polimorfico
observado nesta populagéo, também estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 1)
(TABELA 11).
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TABELA 11 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DOS LOCI DO INTRON 13 DO GENE MCM6

ANALISADOS
REGIAO DE SERTAO DO
CURITIBA VALONGO

Locus Genotipo Frequéncia (n) Frequéncia (n)

TT 0,954 (230) 0,667 (12)
-13730 GT 0,041 (10) 0,333 (6)

GG 0,004 (1)

CC 0,996 (240) 1(18)
-13732

CA 0,004 (1)

CC 0,996 (240) 1(18)
-13752

CT 0,004 (1)
-13779 GG 1 (241) 1 (18)
-13907 cc 1 (241) 1 (18)

cC 0,664 (160) 1(18)
-13910 CcT 0,299 (72)

TT 0,037 (9)
-13913 T 1 (241) 1 (18)

0,996 (240 1(18

13915 TT (240) (18)

GT 0,004 (1)
-13937 GG 1(241) 1(18)
-14009 T 1 (241) 1 (18)
-14010 GG 1 (241) 1 (18)

0,996 (240 1(18

4011 CC (240) (18)

CT 0,004 (1)

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Em negrito estdo destacados 0s genoétipos associados a persisténcia da lactase e suas
frequéncias.

5.2 FREQUENCIAS FENOTIPICAS E HAPLOTIPOS LP

Através de inferéncia fenotipica, foi identificado que ambas as popula¢des afro-
brasileiras analisadas apresentam majoritariamente o fendtipo de ndo persisténcia da
lactase. Na populacdo de Curitiba e Regido Metropolitana, contudo, o fenétipo da
persisténcia da lactase esta presente em 34,0% (n = 82) dos individuos analisados.
Na populacdo de Sertdo do Valongo, por sua vez, o fenétipo da néo persisténcia da
lactase foi o unico encontrado (TABELA 12). Tais diferencas nas frequéncias
fenotipicas séo significativas (p = 0,006 para o fenétipo LP e p = 0,006 para o fenétipo

LNP, apos correcao de continuidade).
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TABELA 12 - FREQUENCIAS F~ENOTiPICAS DAS POPULAQ()ES AFRO-BRASILEIRAS DE
CURITIBA E REGIAO METROPOLITANA E DE SERTAO DO VALONGO

REGIAO DE CURITIBA SERTAO DO VALONGO
Fenétipo . . Numero d_e Frequéncia . _N,L'lmero d? Frequéncia
individuos (n = 241) individuos (n = 18)
LP 82 0,340 0 0
LNP 159 0,660 18 1
TOTAL 241 1 18 1

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: LP = Lactase persistente, LNP = Lactase nao persistente.

As variantes alélicas que conferem o fenétipo LP na populacdo de Curitiba e
Regido Metropolitana estao presentes em trés haplétipos distintos, dos quais um é de
origem europeia e um de origem africana, classificados assim devido a presenca dos
alelos -13910*T e -13915*G, respectivamente. O alelo -14011*T — cuja determinacdo
da populacdo em que surgiu ndo é determinada — também associado in vitro a
persisténcia da lactase, esté inserido num haplétipo que contém a variante europeia -
13910*T — impedindo a determinacéo precisa de sua origem (LIEBERT et al., 2016,
2017). Vale ressaltar que o haplétipo contendo o alelo de origem europeia é

responsavel pela ocorréncia do fenétipo em 97,8% dos individuos LP (TABELA 13).

TABELA 13- HAPLOTIPOS CONTENDO AS VARIANTES ASSOCIADAS AO FENOTIPO LP NA
POPULACAO DA REGIAO DE CURITIBA

Haplotipos
o AN o o - A o = Origem Frequéncia !
g § § L%? L%),N L%),N g}’ § §’ §’ g (n cromossomos)
T 6 ¢ T T T G T G C EWR 0,978 (88)
T 6 ¢ I T T G T G I - 0,011 (1)
T 6 ¢ ¢ T G G T G C AFR 0,011 (1)

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: AFR = origem africana; EUR = origem europeia.
NOTA: Em negrito e sublinhado estdo destacados os alelos marcadores para o fenétipo da persisténcia
da lactase.
L A frequéncia foi calculada considerando apenas os individuos com o fendtipo da persisténcia da
lactase (n = 82), havendo 90 cromossomos contendo os alelos LP.

5.3 HAPLOTIPOS DA REGIAO INTENSIFICADORA DO GENE LCT E
DESEQUILIBRIO DE LIGACAO



81

Além dos haplotipos associados ao fendtipo da persisténcia da lactase
descritos anteriormente, foram identificados outros quatro haplétipos na populacéo de
Curitiba e Regiao Metropolitana, diferindo nas posi¢des -13730, -13732 e -13752. Dois
destes haplétipos também foram identificados nos individuos da Comunidade
Quilombola de Sertdo do Valongo, sendo os uUnicos encontrados nesta populacao.
Sendo assim, foram identificados sete haplotipos na populacdo de Curitiba e Regido
Metropolitana e apenas dois na populacdo da Sertdo do Valongo. Além disso, foi
observada predominancia do mesmo haplétipo, contendo apenas alelos ancestrais,
nas duas popula¢cdes, com frequéncias de 78,8% na populacédo da Regido de Curitiba
e de 83,3% em Sertdo do Valongo. Tais frequéncias, de acordo com o teste x?para a
igualdade de proporcdes, sédo equivalentes (p = 0,665, com correcao de continuidade
aplicada) — diferentemente do outro hapl6tipo comum a ambas as populacgées, cujas

frequéncias sao significativamente diferentes (p < 0,001) (TABELA 14).

TABELA 14 - HAPLOTIPOS PRESENTES NAS POPULACOES  AFRO-BRASILEIRAS

ANALISADAS

Haplétipos REGIAO DE CURITIBA SERTAO DO VALONGO
5 ,g\,\J/ @/ I@) é'g (é? (%f’,:; o%; é?\ g @9, é;,r Fenétipo inferido  Origem Frequéncia Frequéncia
o ,2,9 Q Q g 9 9 9 3 3 3 3 (n cromossomos) (n cromossomos)
T ¢ €C G Cc Cc T T G T G C LNP - 0,788 (379) 0,833 (30)
T C C G C T T T G T G C LP EUR 0,183 (88) 0
G ¢ ¢ 6 ¢ ¢c T T G T G C LNP AFR*! 0,023 (11) 0,167 (6)
T ¢ ¢ 6 Cc I T T G T G I LP - 0,002 (1) 0
T C C G C C T G G T G C LP AFR 0,002 (1) 0
T A C G €¢C ¢ T T G T G C LNP AFR 2 0,002 (1) 0
T ¢ T G C C T T G T G C LNP AFR 3 0,002 (1) 0

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: AFR = origem africana; EUR = origem europeia; LP = Lactase persistente, LNP = Lactase
nao persistente.
NOTA: Em negrito e sublinhado estédo destacados os alelos marcadores para o fenétipo da persisténcia
da lactase.
1 Haplétipo considerado de origem africana considerando a ocorréncia do alelo -13730*G
exclusivamente em populacgées africanas.
2 Haplotipo considerado de origem africana considerando a ocorréncia do alelo -13732*A
exclusivamente em popula¢@es de origem africana.
8 Haplotipo considerado de origem africana considerando a ocorréncia do alelo -13752*T
exclusivamente em popula¢@es de origem africana.

As analises de desequilibrio de ligacdo foram realizadas somente para a
populacdo de Curitiba e Regido Metropolitana pois, como ja mencionado, foi
identificado apenas uma variante na populacao da Comunidade Quilombola de Sertdo

do Valongo, impedindo as comparagdes par a par. As combinac¢des envolvendo as



82

variantes —13732*A, -13752*T, 13915*G e -14011*T foram excluidas do calculo pois,
por estarem presentes em heterozigose num unico individuo cada, seus resultados
ndo seriam informativos. Desta forma, o desequilibrio de ligacéo foi calculado entre o
par de alelos -13730*G e -13910*T, os quais ndo estdo em desequilibrio (D’= 0,98, p
= 0,098, r2=0,075).

5.4 DIVERSIDADE E DISTANCIA GENETICA

A diversidade genética, medida a partir da heterozigosidade esperada média
(Hem) para todos os loci analisados, encontrada nas populagdes afro-brasileiras de
Curitiba e Regiao Metropolitana (Hem = 0,037) e Sertéo do Valongo (Hem = 0,024) n&o
difere estatisticamente (p = 1, com aplicacdo de correcao de continuidade).

Os maiores coeficientes de heterozigosidade identificados sdo provenientes da
posicdo -13730 nos individuos de Sertdo do Valongo e da posicdo -13910 nos
individuos da Regido de Curitiba. Para essas populacdes, os valores de
heterozigosidade observada e esperada avaliados para cada um dos loci ndo sao
estatisticamente diferentes (TABELA 15).

TABELA 15 - HETEROZIGOSIDADE ESPERADA E OBSERVADA NAS POPULACOES DA
REGIAO DE CURITIBA E DE SERTAO DO VALONGO

Populacéo Locus He Ho p
-13730 0,049 0,041 0,592
-13732 0,004 0,004 1
REGIAO DE -13752 0,004 0,004 1
CURITIBA  -13910 0,304 0,299 0,850
-13915 0,004 0,004 1
-14011 0,004 0,004 1
S\EEJgSG%O 113730 0,286 0,333 0,661

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: He = Heterozigosidade esperada; Ho = Heterozigosidade observada.
NOTA: Valor de p calculado a partir do teste de hipéteses para igualdade de proporcées, considerando
Ho como a igualdade de proporc¢des.

Apesar da similaridade existente entre a heterozigosidade esperada média das
populac6es de Curitiba e Regido Metropolitana e de Sertdo do Valongo, a distancia
genética entre ambas — obtida pelo valor de Fst —indica uma diferenciacdo moderada
entre elas (Fst = 0,119).
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5.5 COMPARACOES POPULACIONAIS

5.5.1 Afro-brasileiros de Curitiba e Regido e de Sertdo do Valongo

Foi observado, através do teste x? para igualdade de propor¢cdes, que as
frequéncias dos alelos -13730*G e -13910*T sdo estatisticamente diferentes (p <
0,001 e p = 0,004, respectivamente) entre as populacdes da Regido de Curitiba e de
Sertdo do Valongo. Em contrapartida, as frequéncias dos alelos -13732*A, -13752*T,
-13915*G e -14011*T séo estatisticamente semelhantes para ambas as populacdes
(p = 1, em todos os casos, com correcao de continuidade aplicada).

Quanto as frequéncias genotipicas, foram identificadas diferencas estatisticas
significativas nas proporc¢des dos gendétipos -13730 G/T; -13730 T/T e -13910 C/C
entre as populacdes afro-brasileiras paranaense e catarinense analisadas, sendo p <
0,02 em todos os casos (TABELA 16).

TABELA 16 - COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS ENTRE AS POPULACOES
AFRO-BRASILEIRAS DE CURITIBA E REGIAO E DE SERTAO DO VALONGO

Locus Genodtipo Valor de pt

GG 1
-13730 GT < 0,001

TT < 0,001

CcC 1
-13732

CA 1

CcC 1
-13752

CT 1

TT 0,867
-13910 CT 0,014

cC < 0,001

GT 1
-13915

TT 1

CT 1
-14011

CcC 1

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Estdo destacados em negrito valores de p significativos (< 0,05), representando frequéncias
estatisticas diferentes.
! Valores de p apos corregdo de continuidade, devido ao tamanho reduzido da amostra de Sertdo do
Valongo.

5.5.2 Populagdes brasileiras
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Considerando o alelo -13910*T, as frequéncias identificadas na populacdo de
Curitiba e Regiao Metropolitana (18,7%) séo estatisticamente similares de frequéncias
ja reportadas em populacbes de Belém (PA), Recife (PE), Salvador (BA), afro-
brasileiros de Porto Alegre (RS) e Pelotas (RS). Além disso, também nao foram
identificadas diferencas estatisticas significativas com relacdo as frequéncias de
individuos pardos e pretos, provenientes do estudo de Mattar e colaboradores (2009),
que nao indicava a origem dos brasileiros em questao. No que se refere as frequéncias
do alelo -13910*T na populacéo de Sertdo do Valongo (0,0%), foram identificadas
proporcdes similares somente em populagdes de Fortaleza, em povos amerindios das
etnias Guarani-Kaiowa, Guarani-Nandeva Kaingang e Xavante das regides Sul e
Central do pais e em afro-brasileiros oriundos do j& mencionado estudo de Mattar e
colaboradores (2009) (TABELA 18).

Para os demais alelos ja identificados em populacdes brasileiras (-13779*C, -
13937*A, -14010*C e -14011*T), as frequéncias observadas nos afro-brasileiros
analisados sao estatisticamente similares das frequéncias reportadas para outras
populacdes (TABELA 18).

TABELA 17 - FREQUENCIAS ALELICAS DOS ALELOS DERIVADOS DOS POLIMORFISMOS DO
GENE MCM6 EM POPULACOES BRASILEIRAS

Frequéncia (%)

Localidade Populagédo N Referéncia
-13779 G>C -13910 C>T -13937 G>A -14010 G>C -14011 C>T
Belém (PA) Populacao geral 200 0 17,5 0 0 0,5 Friedrich et al. (2012b)
Curitiba (PR) Euro-brasileiros 292 - 33,0 - - - Boschmann et al. (2016)
Fortaleza (CE)  Populagéo geral 119 - 23,9 - - - Ponte et al. (2016)
Amerindios e Nipo-brasileiros 98 - 29,1 - - - Hartwig et al. (2016)
Afro-brasileiros 426 - 16,2 - - - Hartwig et al. (2016)
Pelotas (RS) Euro-brasileiros 2158 - 38,7 - - - Hartwig et al. (2016)
Individuos miscigenados * 161 - 25,5 - - - Hartwig et al. (2016)
Afro-brasileiros 182 0 18,4 0 0,3 0 Friedrich et al. (2012b)
Porto Alegre (RS) Euro-brasileiros 337 0 29,5 0 0 0 Friedrich et al. (2012b)
Recife (PE) Populacao geral 262 0,4 20,4 0,4 0 0,8 Friedrich et al. (2012b)
Guarani-Kaiowa 84 0 0,6 0 0 0 Friedrich et al. (2012a)
Regido Central  Guarani-Nandeva 59 0 7,6 0 0 0 Friedrich et al. (2012a)
Xavante 101 0 0,5 0 0 0 Friedrich et al. (2012a)
Euro-brasileiros 122 - 34,4 - - - Oliveira et al. (2020)
Regido Sul Kaingang 72 0 4,9 0 0 0 Friedrich et al. (2012a)
Menonitas 151 - 65,0 - - - Boschmann et al. (2016)
Salvador (BA) Pacientes com Sind. Metabdlica 134 - 18,7 - - - Araujo et al. (2019)
Brancos 399 - 24,7 - - - Mattar et al. (2009)
. . Nipo-brasileiros 53 - 0 - - - Mattar et al. (2009)
Néo identificada oo o 65 ; 23,1 ; - - Mattar et al. (2009)
Pretos 50 - 12,0 - - - Mattar et al. (2009)

FONTE: A autora (2020).
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TABELA 18 - DIFERENCIACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS ENTRE AS POPULACOES
AFRO-BRASILEIRAS ANALISADAS E DEMAIS POPULACOES BRASILEIRAS

Localidade Populacao ~ Valor de p - N Referéncia
REGIAO DE CURITIBA SERTAO DO VALONGO
-13779 G>C
Recife (PE) Populacéo geral 0,337 1 Friedrich et al. (2012b)
-13910 C>T
Belém (PA) Populacéo geral 0,653 0,012  Friedrich et al. (2012b)
Curitiba (PR) Euro-brasileiros < 0,001 < 0,001 Boschmann et al. (2016)
Fortaleza (CE) Populacéo geral 0,023 0,057 Ponte et al. (2016)
Amerindios e Nipo-brasileiros 0,003 < 0,001 Hartwig et al. (2016)
Afro-brasileiros 0,249 0,017 Hartwig et al. (2016)
Pelotas (RS) L ]
Euro-brasileiros < 0,001 < 0,001 Hartwig et al. (2016)
Individuos miscigenados 2 0,021 0,001 Hartwig et al. (2016)
Afro-brasileiros 0,922 0,010 Friedrich et al. (2012b)
Porto Alegre (RS) i i adri
Euro-brasileiros < 0,001 < 0,001 Friedrich et al. (2012b)
Recife (PE) Populacéo geral 0,485 0,005 Friedrich et al. (2012b)
Guarani-Kaiowa < 0,001 1  Friedrich et al. (2012a)
Regido Central do Brasil  Guarani-Nandeva 0,004 0,193 Friedrich et al. (2012a)
Xavante < 0,001 1 Friedrich et al. (2012a)
Euro-brasileiros < 0,001 < 0,001 Oliwveira et al. (2020)
Regido Sul do Brasil Kaingang < 0,001 0,386 Friedrich et al. (2012a)
Menonitas < 0,001 < 0,001 Boschmann et al. (2016)
Salvador (BA) Pacientes com Sind. Metabdlica 0,996 0,009  Araujo et al. (2019)
Brancos 0,015 0,001 Mattar et al. (2009)
L. R Nipo-brasileiros < 0,001 * Mattar et al. (2009)
N&o identificada
Pardos 0,262 0,003 Mattar et al. (2009)
Pretos 0,110 0,067 Mattar et al. (2009)
-13937 G>A
Recife (PE) Populacéo geral 0,337 1 Friedrich et al. (2012b)
-14010 G>C
Porto Alegre (RS) Afro-brasileiros 0,250 1  Friedrich et al. (2012b)
-14011 C>T
Belém (PA) Populacéo geral 0,458 1 Friedrich et al. (2012b)
Afro-brasileiros 0,385 * Friedrich et al. (2012b)
Porto Alegre (RS) - iadri
Euro-brasileiros 0,237 * Friedrich et al. (2012b)
Recife (PE) Populacéo geral 0,210 1  Friedrich et al. (2012b)
Guarani-Kaiowa 0,555 * Friedrich et al. (2012a)
Regido Central do Brasil ~ Guarani-Nandeva 0,621 * Friedrich et al. (2012a)
Xavante 0,584 *  Friedrich et al. (2012a)
Regido Sul do Brasil Kaingang 0,512 * Friedrich et al. (2012a)

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Estéo destacados em negrito valores de p significativos (< 0,05), representando frequéncias
estatisticas diferentes. Com * estao sinalizadas as comparacgdes de frequéncias que nao puderam ser
realizadas por serem idénticas entre os componentes analisados.
1 Devido ao tamanho reduzido da amostra, foi aplicada corre¢do de continuidade para os valores de p
obtidos com as comparagfes das frequéncias alélicas da populagdo da Comunidade Quilombola de
Sertdo do Valongo.

5.5.3 Populagdes latino-americanas

As frequéncias do alelo -13910*T na maioria das populacdes miscigenadas do

Chile (denominadas Mestizos) analisadas sao estatisticamente similares das
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encontradas na populacéo de Curitiba e Regido Metropolitana (18,7%) — com excecéo
de apenas uma populacdo miscigenada da regido de Araucania, descrita por
Ferndndez e Flores (2014). Além disso, foi identificada similaridade estatistica
também com as frequéncias deste alelo na populacdo Rapanui, nativa da Ilha de
Pascoa. Com relacdo a populacdo da Comunidade de Sertdo do Valongo (0,0%), ndo
foram encontradas diferencas estatisticas para as frequéncias alélicas descritas em
populacdes chilenas amerindias e na populacdo miscigenada da provincia de Elqui,
na regiao de Coquimbo (TABELA 19, TABELA 20).

Foi identificada diferenca estatistica significativa em relacdo as frequéncias do
alelo -13910*T na populacdo afro-brasileira de Curitiba e Regido Metropolitana
guando comparada com a populacao colombiana caribenha, ndo havendo diferencas
quando a comparacéao foi realizada com a frequéncia desse alelo na populacao de
Sertdo do Valongo (TABELA 19, TABELA 20).

No Equador, ndo foram constatadas diferencas estatisticas significativas entre
a frequéncia do alelo -13910*T observada na populacdo de Sertdo do Valongo e as
frequéncias de afro-equatorianos, de populacées amerindias e de populacdes
miscigenadas da regido amazobnica do pais. Para a propor¢cdo da variante na
populacdo de Curitiba e Regido Metropolitana, entretanto, ndo foi identificada
diferenca estatistica significativa somente quando comparada com a frequéncia de
populacdes miscigenadas da regido de Sierra (TABELA 19, TABELA 20).

Para as populagcbes mexicanas analisadas, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre a frequéncia do alelo -13910*T na populacéo de Curitiba
e Regido Metropolitana e as frequéncias em populacdes miscigenadas das cidades
de Tepic e Guadalajara. Para a frequéncia de Sertdo do Valongo, néo foi constatada
diferenca em relacdo as frequéncias das populacbes amerindias Nahuas e Maya
(TABELA 19, TABELA 20).
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TABELA 19 - FREQUENCIAS ALELICAS DO POLIMORFISMO -13910 C>T EM POPULAGOES
LATINO-AMERICANAS

Frequéncia (%)

Pais Localidade Populagéo N Referéncia
-13910 C>T

Chile Araucania Mapuche * 29 5,0 Fernandez; Flores (2014)
Chile Araucania Mestizos 115 12,5 Fernandez; Flores (2014)
Chile Araucania (Temuco) Mestizos 115 17,5 Fernandez et al. (2016)
Chile Coquimbo Mestizos 437 22,0 Montalva et al. (2019)
Chile Coquimbo (Choapa) Mestizos 201 2,0 Fernandez et al. (2016)
Chile Coquimbo (Elqui) Mestizos 13 15,0 Fernandez et al. (2016)
Chile Coquimbo (Limarf) Mestizos 223 23,0 Fernandez et al. (2016)
Chile llha de Pascoa Rapanui 2 86 13,0 Fernandez et al. (2016)
Chile N&o identificada Amerindios 43 5,8 Morales et al. (2011)
Chile Né&o identificada Hispéanicos 216 22,3 Morales et al. (2011)
Chile Santiago Mestizos 116 22,8 Fernandez et al. (2016)
Coldmbia Regido caribenha Populagéo geral 128 10,0 Mendonza Torres et al. (2012)
Equador Amazodnia Mestizos 48 7,3 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Costa Afro-equatorianos 49 6,1 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Costa Mestizos 124 12,5 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Sierra Afro-equatorianos 76 10,5 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Sierra Amerindios 128 7,4 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador  Sierra Mestizos 316 15,2 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
México  Jalisco Nahuas * 86 1,2 Ojeda-Granados et al. (2016)
México  Jalisco (Cuquio) Mestizos 99 26,8 Ojeda-Granados et al. (2016)
México  Jalisco (Guadalajara) Mestizos 699 20,2 Ojeda-Granados et al. (2016)
México  Jalisco (Villa Purificacién) Mestizos 32 32,8 Ojeda-Granados et al. (2016)
México  N&o identificada Maya 25 2,0 Bersaglieri et al. (2004)
México  N&o identificada Pima 25 0 Bersaglieri et al. (2004)
México  Nayarit Huicholes 2 95 0 Ojeda-Granados et al. (2016)
México  Nayarit (Tepic) Mestizos 185 15,7 Ojeda-Granados et al. (2016)

FONTE: A autora (2020).
1 Populacdo amerindia do Chile.
2 Populagéo tradicional da Ilha de Pascoa, de ancestralidade australasiana.
8 PopulagBes amerindias do México.
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TABELA 20 - DIFERENCIACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS ENTRE AS ~POPULAQ()ES
AFRO-BRASILEIRAS ANALISADAS E OUTRAS POPULACOES LATINO-

AMERICANAS
B X N Valor de p o
Pais Localidade Populacéao . . 1 Referéncia
REGIAO DE CURITIBA SERTAO DO VALONGO
-13910 C>T

Chile Araucania Mapuche 2 0,010 0,433  Fernandez; Flores (2014)
Chile Araucania Mestizos 0,043 0,049  Fernandez; Flores (2014)
Chile Araucania (Temuco) Mestizos 0,679 0,014  Fernandez et al. (2016)
Chile Coquimbo Mestizos 0,152 0,003  Montalva et al. (2019)
Chile Coquimbo (Choapa) Mestizos 0,645 0,006  Fernandez et al. (2016)
Chile Coquimbo (Elqui) Mestizos 0,674 0,056  Fernandez et al. (2016)
Chile Coquimbo (Limari) Mestizos 0,097 0,002  Fernandez et al. (2016)
Chile llha de Pascoa Rapanui 3 0,079 0,049  Fernandez et al. (2016)
Chile Né&o identificada Amerindios 0,003 0,329  Morales et al. (2011)
Chile Né&o identificada Hispanicos 0,183 0,003  Morales et al. (2011)
Chile Santiago Mestizos 0,192 0,003  Fernandez et al. (2016)
Colébmbia Regi&o caribenha Populacéo geral 0,002 0,091 Mendonza Torres et al. (2012)
Equador  Amazodnia Mestizos 0,006 0,219  Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador  Costa Afro-equatorianos 0,002 0,219  Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador  Costa Mestizos 0,034 0,050 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador  Sierra Afro-equatorianos 0,019 0,089  Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador  Sierra Amerindios < 0,001 0,184  Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador  Sierra Mestizos 0,123 0,022  Paz-Y-Mifio et al. (2016)
México Jalisco Nahuas * < 0,001 1 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco (Cuquio) Mestizos 0,019 0,001 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco (Guadalajara) Mestizos 0,476 0,005 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco (Villa Purificacién)  Mestizos 0,008 < 0,001 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Né&o identificada Maya 0,003 1  Bersaglieri et al. (2004)
México Né&o identificada Pima 0,001 *  Bersaglieri et al. (2004)
México Nayarit Huicholes * < 0,001 *  Ojeda-Granados et al. (2016)
México Nayarit (Tepic) Mestizos 0,253 0,021  Ojeda-Granados et al. (2016)

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Estdo destacados em negrito valores de p significativos (< 0,05), representando frequéncias
estatisticas diferentes. Com * estéo sinalizadas as comparac¢des de frequéncias que nao puderam ser
realizadas por serem idénticas entre os componentes analisados.
! Devido ao tamanho reduzido da amostra, foi aplicada corre¢do de continuidade para os valores de p
obtidos com as comparacdes das frequéncias alélicas da populacdo da Comunidade Quilombola de
Sertdo do Valongo.
2 Populagdo amerindia do Chile.
8 Populagéo tradicional da Ilha de Pascoa, de ancestralidade australasiana.
4 Populacdes amerindias do México.

Através de dados disponibilizados pelo 1000 Genomes Project — Fase 3 (THE
1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2015) e pelo gnomAD (The Genome
Aggregation Database) - versdo 3 (KARCZEWSKI et al., 2020), foi possivel realizar
comparacdes com outras frequéncias alélicas além da variante -13910*T. Mediante
as comparacoes feitas com as frequéncias dos alelos -13730*G (2,5%), -13910*T
(18,7%), -13913*C (0,0%), -13915*G (0,2%) e -14011*T (0,2%) na populacdo afro-
brasileira de Curitiba e Regido Metropolitana, ndo foram observadas diferengas
estatisticas com as frequéncias de nenhum dos alelos na populagéo de ancestralidade
mexicana de Los Angeles (EUA). Para as demais populacbes comparadas, foi

identificado ao menos um alelo com frequéncia estatisticamente diferente. De acordo
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com as comparacdes realizadas com a populacéo de Sertdo do Valongo (frequéncias
alélicas de 16,7% para o alelo -13730*G e de 0,0% para os alelos -13910*T, -13913*C,
-13915*G e -14011*T), contatou-se que as frequéncias das variantes -13730*G e -
13910*T sao estatisticamente diferentes das frequéncias nos demais grupos
analisados. Os alelos -13913*C, -13915*G e -14011*T, por sua vez, ndo apresentaram
diferencas estatisticas com relacdo as suas frequéncias nas populacdes comparadas
(TABELA 21, TABELA 22).

TABELA 21 - FREQUENCIAS ALELICAS DOS ALELOS DERIVADOS DOS POLIMORFISMOS DO
GENE MCM6 EM POPULACOES LATINO-AMERICANAS DO 1000 GENOMES
PROJECT E gnomAD

Pais/ Frequéncia (%)

) Populagédo N Referéncia
Localidade -13730 T>G -13779 G>C -13910 C>T -13913 T>C -13915 T>G 13937 G>A -14010 G>C -14011 C>T
Coldmbia CLM 94 0,5 0 30,9 0 0 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Estados Unidos MXL 64 0,8 0 24,2 0 0 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Peru PEL 85 0 0 10,6 0 0 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Porto Rico PUR 104 0,5 0 20,7 0 1,4 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Latinos / Americanos miscigenados 13650 0,8 0 23,1 0,1 0,2 0 0 0,1 gnomAD - verséo 3

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: CLM = Colombianos em Medelin (Col6mbia); MXL = Ancestralidade Mexicana em Los
Angeles (Estados Unidos); PEL = Peruanos em Lima (Peru); PUR = Porto-riquenhos em Porto Rico.

TABELA 22 - DIFERENCIACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS ENTRE AS POPULACOES
AFRO-BRASILEIRAS ANALISADAS E POPULACOES LATINO-AMERICANAS DO
1000 GENOMES PROJECT E gnomAD

< -13730 T>G -13910 C>T -13913 T>C -13915 T>G -14011 C>T
Populagéo 1 1 1 1 1
P curiTiBA PvaLONGO™ P CURITIBA PvaLoNGo ™ P CURITIBA P vaLonGo™ P CURITIBA PvaLonGgo™ P CURITIBA P vALONGO
CLM 2 0,099 < 0,001 0,001 < 0,001 - - 0,532 * 0,532 *
MXL 2 0,234 < 0,001 0,162 0,002 - - 0,606 * 0,606 *
PEL ? 0,038 < 0,001 0,015 0,086 - - 0,552 * 0,552 *
PUR 2 0,075 < 0,001 0,541 0,006 - - 0,050 1 0,511 *
Latinos / Americanos miscigenados 3 <0,001 <0,001 0,022 0,002 0,515 1 0,879 1 0,203 1

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: CLM = Colombianos em Medelin (Colémbia); MXL = Ancestralidade Mexicana em Los
Angeles (Estados Unidos); PEL = Peruanos em Lima (Peru); PUR = Porto-riquenhos em Porto Rico.
NOTA: Estdo destacados em negrito valores de p significativos (< 0,05), representando frequéncias
estatisticas diferentes. Com * estdo sinalizadas as comparac¢des de frequéncias que ndo puderam ser
realizadas por serem idénticas entre os componentes analisados.
1 Devido ao tamanho reduzido da amostra, foi aplicada correcdo de continuidade para os valores de p
obtidos com as comparacdes das frequéncias alélicas da populacdo da Comunidade Quilombola de
Sert&o do Valongo.
2Dados obtidos do 1000 Genomes Project - Fase 3 (THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM,
2015).
3 Dados obtidos do gnomAD - versdo 3 (KARCZEWSKI et al., 2020).

5.5.4 Populagdes africanas

A frequéncia do alelo -13730*G observada na populagéo afro-brasileira de

Curitiba e Regido Metropolitana (2,5%) foi estatisticamente similar as frequéncias
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desta variante na maioria das populacdes africanas analisadas, divergindo apenas
das descritas para a populacdo Jaali do Sud&o e para as populacdes gerais da Africa
Central, Ocidental e Setentrional (TABELA 23, TABELA 24). Quanto as comparacdes
realizadas com as mesmas populagdes, porém com as frequéncias do alelo -13730*G
na Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo (16,7%), foram identificadas
diferencas estatisticas significativas em populacdes da Angola, Etiopia, Mocambique
e Sudao bem como na populacdo geral do Sul do continente africano (TABELA 23,
TABELA 25).

Para a populacédo de Curitiba e Regido, as frequéncias dos alelos -13907*G
(0,0%) e -13910*T (18,7%) foram estatisticamente diferentes de todas as frequéncias
comparadas de populacdes africanas (TABELA 23, TABELA 24). Para a populacéo
de Sertdo do Valongo, por sua vez, a frequéncia da variante -13907*G (0,0%)
demonstrou diferencas estatisticamente significativas das relatadas para os povos
Afar e Tigre da Etidpia, e para a populacédo Beja Beni Amer do Sudédo. Para o alelo -
13910*T (0,0%), ndo foram observadas diferencas com relacao a sua frequéncia nos
grupos comparados (TABELA 23, TABELA 25).

Similar ao relatado para o alelo -13910*T, foram observadas diferencas
estatisticas significativas na maioria das populacdes africanas analisadas com relacéo
a frequéncia da variante -13913*C na populacdo de Curitiba e Regido Metropolitana
(0,0%) (TABELA 23, TABELA 24). Na populacao de Sertdo do Valongo — em que a
frequéncia da variante -13913*C também € de 0,0% —, nenhuma das comparacdes
realizadas com as frequéncias do alelo em questdo em populacdes africanas
demonstrou diferenca estatistica (TABELA 23, TABELA 25).

A frequéncia do alelo -13915*G na populacdo afro-brasileira de Curitiba e
Regido (0,2%) né&o difere estatisticamente das frequéncias comparadas de
populacdes das porgbes Leste, Sul e Central do continente africano, divergindo,
contudo, das reportadas em populacdes do Norte da Africa, e da Etidpia e
Mocgambique, na Africa Oriental (TABELA 23, TABELA 24). De maneira semelhante,
a frequéncia da variante -13915*G na populagéo de Sertdo do Valongo (0,0%) difere
estatisticamente apenas da frequéncia de povos da Africa Oriental, mais precisamente
da Etiopia e Suddo (TABELA 23, TABELA 25).

Quanto a frequéncia do alelo -13937*A na populacdo de Curitiba e Regido
Metropolitana (0,0%), foram observadas diferencas estatisticas significativas em

relacdo a sua frequéncia em duas das quatro populacdes comparadas, sendo estas
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provenientes das regides Sul e Leste da Africa (TABELA 23, TABELA 24). Em
contrapartida, nas comparacdes da frequéncia do alelo -13937*A na populacdo de
Sertdo do Valongo (0,0%) com as mesmas quatro populacdes, ndo foram constatadas
diferencas estatisticas (TABELA 23, TABELA 25).

As frequéncias dos alelos -14009*G e -14010*C na populacéo afro-brasileira
paranaense estudada (0,0% para ambas as variantes) apresentam diferencas
estatisticas significativas das frequéncias identificadas na maioria das populagfes
africanas comparadas, provenientes de todas as regides do continente (TABELA 23,
TABELA 24). A comparacéao desses alelos, porém com as frequéncias observadas em
Sertdo do Valongo (também 0,0% para ambas as variantes), indicam que ha
diferencas estatisticas significativas somente com a frequéncia do alelo -14009*G no
povo Beja Beni Amer, do Sudéao, e com a frequéncia do alelo -14010*C em populagbes
da Angola e da Africa Oriental (TABELA 23, TABELA 25).

As frequéncias do alelo -14011*T descritas nas populacdes africanas
analisadas (TABELA 23) nao diferem estatisticamente das frequéncias desta variante
observadas nas populagdes afro-brasileiras de Curitiba e Regido Metropolitana (0,2%)
(TABELA 24) e da Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo (0,0%) (TABELA
25).

As frequéncias dos alelos -13730*G, -13907*G, 13910*T, -13913*C, -13915*G,
13937*A, -14009*G, -14010*C e -14011*T em populacbes de origem ou, de fato,
africanas, disponibilizadas no 1000 Genomes Project — Fase 3 (TABELA 26) (THE
1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2015), quando comparadas com as
frequéncias alélicas observadas nos afro-brasileiros de Curitiba e Regiao (2,5%, 0,0%,
18,7%, 0,0%, 0,2%, 0,0%, 0,0%, 0,0% e 0,2%, respectivamente), demonstraram
diferencas significativas quanto a frequéncia das variantes -13730*G e -13910*T em
todos os grupos comparados, com excecdo da populacdo Mende, de Serra Leoa, e
dos afro-americanos do Sudoeste dos Estados Unidos, para o primeiro e segundo
alelo citados, respectivamente. Além disso, foi constatada diferenga estatistica
também quanto a frequéncia do alelo -13937*A na populacdo estadunidense
mencionada (TABELA 26, TABELA 27). As comparac¢des das frequéncias alélicas das
mesmas populacdes africanas com as observadas na Comunidade de Sertdo do
Valongo (16,7% para o alelo -13730*G e 0,0% para os demais), resultaram na
identificacdo de apenas duas populacbes com diferencas estatisticas significativas.

Uma delas foi a populacdo Mende, de Serra Leoa, em relacao a frequéncia do alelo -
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13730*G, e a segunda, a populacéo afro-americana do Sudoeste dos Estados Unidos,
em relacdo as frequéncias dos alelos -13910*T e -13937*A (TABELA 26, TABELA 27).

Similarmente, para comparagdes realizadas com dados de individuos africanos
/ afro-americanos do gnomAD, versao 3 (KARCZEWSKI et al.,, 2020), foram
identificadas diferencas estatisticas significativas quanto as frequéncias dos alelos -
13730*G e -13910*T entre os afro-brasileiros analisados e o grupo comparado. Foi
identificada também diferenca com a frequéncia do alelo -13915*G na populagéo de
Curitiba e Regido. Para as demais variantes comparadas, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas (TABELA 26, TABELA 27).
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FREQUENCIAS ALELICAS DOS ALELOS DERIVADOS DOS POLIMORFISMOS DO GENE MCM6 EM POPULACOES AFRICANAS

Pais / Regiéo

Populacéo

Frequéncia (%)
-13730 T>G -13779 G>C -13907 C>G -13910 C>T -13913 T>C -13915 T>G -13937 G>A -14009 T>G -14010 G>C -14011 C>T

Referéncia

Africa Austral

Africa Central

Africa Ocidental
Africa Oriental
Africa Setentrional
Angola

Angola

Angola

Angola

Angola

Angola

Angola

Botsuana

Bostuana e Namibia
Bostuana e Namibia

Botsuana, Namibia e Zambia

Camardes
Etiopia
Etiépia
Etiopia
Etidpia
Etiopia
Etidpia
Etidpia
Etiopia
Etiépia
Gana

Malawi
Mocambique
Mocambique
Mogambique
Mocambique
Mocambique
Sudéo
Sudéo
Tanzénia

Populacao geral
Populacéo geral
Populacao geral
Populacao geral
Populacao geral
Himba

Kuvale

Kwepe

Kwisi

Tjimba

Twa
Xun
Tuu
Khoe *

Kxal

Bantu *

Mambila

Afar

Amhara

Oromo Borana
Oromo Harar

Oromo Salale
Oromo Wallaga-Begi
Shabo

Tigre

Wolayita

Asante

Chewa

Makua

Nyanja

Shangaan

Tswa

Yao

Beja Beni Amer
Jaali

Chagga

1

63
229
26
444
57
69
81
34
20
15
18
20
42
226
73
116
20
62
54
104
88
88
86
21
44
26
20
20
14
11
23
18
15
64
38
41

0

11,8

9,6
3,5
7,0
3,6
5,6
0

0
0
0

3,2
5,6
2,4
2,8
2,3
2,3
2,4
2,3
1,9
7,5
2,5
3,6
9,1
0
0
3,3
3,9
7,9
4,9

0

0

0
1,8

4,7

19,3

17,2
1,3
0

O OO oo o

=

[y

[eleNelNeolNeNeolNeNolNeNolNeoNeNeo)

1,6
0,2
0
1,0
0,9

0,7

1,9

o
"OOOOO\‘O

0
0,2
0
0
7,0

1,2

5,6
0
0

19,3

8,7
3,7
4,4
17,5
23,3
19,4
5,0
2,4
11,3
41

Ranciaro et al. (2014)
Ranciaro et al. (2014)
Ranciaro et al. (2014)
Ranciaro et al. (2014)
Ranciaro et al. (2014)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Breton et al. (2014)
Macholdt et al. (2014)
Macholdt et al. (2014)
Macholdt et al. (2014)
Macholdt et al. (2014)
Liebert et al. (2017)
Liebert et al. (2017)
Jones et al. (2013)
Jones et al. (2015)
Jones et al. (2015)
Jones et al. (2015)
Jones et al. (2015)
Liebert et al. (2017)
Jones et al. (2013)
Jones et al. (2013)
Liebert et al. (2017)
Liebert et al. (2017)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Pinto et al. (2016)
Liebert et al. (2017)
Liebert et al. (2017)
Liebert et al. (2017)

FONTE: A autora (2020).
1 Referente a populag8es que falam linguas pertencentes as familias linguisticas Tuu, Khoe, Kx'a e Bantu.
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TABELA 24 - VALORES DE P COM RELAGAO A SIMILARIDADE DAS FREQUENCIAS ALELICAS ENTRE A POPULACAO AFRO-BRASILEIRA DA

REGIAO DE CURITIBA E POPULAGOES AFRICANAS

Pais Populacédo -13730 T>G  -13907 C>G -13910 C>T  -13913 T>C -13915 T>G -13937 G>A  -14009 T>G  -14010 G>C _ -14011 C>T Referéncia
- Populagéo geral 0,074 * < 0,001 0,006 0,609 0,001 * < 0,001 0,609 Ranciaro et al. (2014)
Botsuana Tuu ! - - < 0,001 < 0,001 - - - 0,001 0,676 Macholdt et al. (2014)
Africa Austral Bostuana e Namibia Khoe * - - < 0,001 0,001 - - - < 0,001 0,332 Macholdt et al. (2014)
Bostuana e Namibia Kxal - - < 0,001 0,069 - - - < 0,001 0,582 Macholdt et al. (2014)
Botsuana, Namibia e Zambia Bantu * - - < 0,001 * - - - < 0,001 0,597 Macholdt et al. (2014)
- Populagéo geral < 0,001 * < 0,001 0,305 0,533 * 0,305 * 0,329 Ranciaro et al. (2014)
Himba 0,472 - < 0,001 - 0,592 0,061 * < 0,001 - Pinto et al. (2016)
Kuvale 0,057 - < 0,001 - 0,562 * * < 0,001 - Pinto et al. (2016)
Kwepe 0,188 - < 0,001 - 0,707 * * < 0,001 - Pinto et al. (2016)
Africa Central Angola Kwisi 0,313 - 0,003 - 0,773 * * < 0,001 - Pinto et al. (2016)
Tjimba 0,382 - 0,009 - 0,800 * * < 0,001 - Pinto et al. (2016)
Twa 0,338 - 0,004 - 0,784 * * < 0,001 - Pinto et al. (2016)
Xun - - 0,003 < 0,001 - - - < 0,001 - Breton et al. (2014)
Camarodes Mambila 0,068 * 0,003 - 0,773 - * - - Liebert et al. (2017)
‘e . - Populagéo geral 0,005 * 0,001 * 0,742 * * * 0,054 Ranciaro et al. (2014)
Afica Ocidental o Asante 0,068 * 0,003 ; 0,773 ; * ; - Liebert et al. (2017)
- Populagéo geral 0,310 0,003 < 0,001 0,027 < 0,001 0,297 * < 0,001 0,175 Ranciaro et al. (2014)
Afar 0,648 < 0,001 < 0,001 * < 0,001 - 0,048 - - Liebert et al. (2017)
Ambhara 0,094 0,003 < 0,001 0,003 < 0,001 - < 0,001 * 0,636 Jones et al. (2013)
Oromo Borana 0,947 < 0,001 < 0,001 * < 0,001 - 0,031 < 0,001 - Jones et al. (2015)
Oromo Harar 0,802 < 0,001 < 0,001 0,098 < 0,001 - 0,098 0,004 - Jones et al. (2015)
Etiopia Oromo Salale 0,873 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 - < 0,001 0,098 - Jones et al. (2015)
Oromo Wallaga-Begi 0,905 < 0,001 < 0,001 0,018 < 0,001 - 0,018 * - Jones et al. (2015)
Shabo 0,965 * 0,002 - 0,768 - * - - Liebert et al. (2017)
Tigre 0,904 < 0,001 < 0,001 * < 0,001 - < 0,001 * 0,669 Jones et al. (2013)
Africa Oriental Wolayita 0,801 < 0,001 0,001 * < 0,001 - < 0,001 0,002 0,742 Jones et al. (2013)
Malawi Chewa 0,997 * 0,003 - 0,773 - * - - Liebert et al. (2017)
Makua 0,724 - 0,012 - 0,809 * * * - Pinto et al. (2016)
Nyanja 0,065 - 0,025 - 0,831 * * * - Pinto et al. (2016)
Mogambique Shangaan 0,279 - 0,001 - 0,757 0,001 * 0,001 - Pinto et al. (2016)
Tswa 0,338 - 0,004 - 0,784 * * * - Pinto et al. (2016)
Yao 0,776 - 0,009 - 0,803 * * * - Pinto et al. (2016)
Sudso Beja Beni Amer 0,387 < 0,001 < 0,001 - < 0,001 - < 0,001 - - Liebert et al. (2017)
Jaali 0,013 0,012 < 0,001 - < 0,001 - < 0,001 - - Liebert et al. (2017)
Tanzéania Chagga 0,229 * < 0,001 - 0,680 - * - - Liebert et al. (2017)
Africa Setentrional - Populagéo geral 0,016 < 0,001 0,038 0,040 < 0,001 * < 0,001 * 0,626 Ranciaro et al. (2014)

FONTE: A autora (2020).

NOTA: Estdo destacados em negrito valores de p significativos (< 0,05), representando frequéncias estatisticas diferentes.

comparacBes de frequéncias que ndo puderam ser realizadas por serem idénticas entre os componentes analisados.
1 Referente a populagGes que falam linguas pertencentes as familias linguisticas Tuu, Khoe, Kx'a e Bantu.

Com * estao sinalizadas as
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TABELA 25 - VALORES DE P COM RELAGAO A SIMILARIDADE DAS FREQUENC~IAS ALELICAS ENTRE A POPULAGCAO AFRO-BRASILEIRA DA
COMUNIDADE QUILOMBOLA DE SERTAO DO VALONGO E POPULACOES AFRICANAS

Pais Populacédo -13730 T>G  -13907 C>G  -13910 C>T -13913 T>C -13915 T>G -13937 G>A  -14009 T>G  -14010 G>C  -14011 C>T Referéncia
- Populagéo geral < 0,001 * * 1 * 0,815 * 0,327 * Ranciaro et al. (2014)
Botsuana Tuu ! - - * 0,610 - - - 0,876 * Macholdt et al. (2014)
Africa Austral Bostuana e Namibia Khoe * - - 1 0,716 - - - 0,065 * Macholdt et al. (2014)
Bostuana e Namibia Kxal - - * 1 - - - 0,474 * Macholdt et al. (2014)
Botsuana, Namibia e Zambia  Bantu * - - * * - - - 0,481 1 Macholdt et al. (2014)
- Populagéo geral 0,550 * 0,483 1 1 * 1 * * Ranciaro et al. (2014)
Himba 0,013 - 1 - * 1 * 0,143 - Pinto et al. (2016)
Kuvale 0,054 - 1 - * * * 0,525 - Pinto et al. (2016)
Kwepe 0,002 - * - * * * 0,507 - Pinto et al. (2016)
Africa Central Angola Kwisi 0,024 - * - * * * 0,025 - Pinto et al. (2016)
Tjimba 0,055 - * - * * * 0,008 - Pinto et al. (2016)
Twa 0,033 - * - * * * 0,017 - Pinto et al. (2016)
Xun - - * 0,521 - - - 0,521 - Breton et al. (2014)
Camardes Mambila 0,379 * * - * - * - - Liebert et al. (2017)
‘e . - Populagéo geral 0,512 * * * * * * * 1 Ranciaro et al. (2014)
Afica Ocidental o Asante 0,379 * * ; * ; * ; - Liebert et al. (2017)
- Populagéo geral < 0,001 0,872 * 1 0,285 1 * 0,007 * Ranciaro et al. (2014)
Afar 0,011 0,002 * - 0,012 - 1 - - Liebert et al. (2017)
Ambhara 0,082 1 * 1 0,336 - 0,431 * * Jones et al. (2013)
Oromo Borana 0,001 0,175 * * 0,004 - 1 0,375 - Jones et al. (2015)
Oromo Harar 0,003 0,093 1 1 0,052 - 1 0,988 - Jones et al. (2015)
Etiopia Oromo Salale 0,001 0,674 * 0,567 0,125 - 0,567 1 - Jones et al. (2015)
Oromo Wallaga-Begi 0,001 0,399 * 1 0,088 - 1 * - Jones et al. (2015)
Shabo 0,071 * * - * - * - - Liebert et al. (2017)
Tigre 0,011 0,011 * * 0,081 - 0,633 * * Jones et al. (2013)
Africa Oriental Wolayita 0,035 0,237 * * 0,093 - 0,643 1 * Jones et al. (2013)
Malawi Chewa 0,083 * * - * - * - - Liebert et al. (2017)
Makua 0,207 - * * * * * - Pinto et al. (2016)
Nyanja 0,675 - * - * * * * - Pinto et al. (2016)
Mocambique Shangaan 0,014 - * - * 1 * 1 - Pinto et al. (2016)
Tswa 0,033 - * - * * * * - Pinto et al. (2016)
Yao 0,177 - * - * * * * - Pinto et al. (2016)
Sudso Beja Beni Amer 0,020 0,017 * - 0,001 - 0,045 - - Liebert et al. (2017)
Jaali 0,283 1 1 - 0,010 - 0,144 - - Liebert et al. (2017)
Tanzéania Chagga 0,079 * * - * - * - - Liebert et al. (2017)
Africa Setentrional - Populagéo geral 0,160 0,145 0,094 1 0,285 * 0,227 * * Ranciaro et al. (2014)

FONTE: A autora (2020).
NOTA: Devido ao tamanho reduzido da amostra, foi aplicada correcdo de continuidade para os valores de p obtidos com as comparacdes das frequéncias
alélicas da populagédo da Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo. Estdo destacados em negrito valores de p significativos (< 0,05), representando
frequéncias estatisticas diferentes. Com * estdo sinalizadas as comparacdes de frequéncias que ndo puderam ser realizadas por serem idénticas entre os
componentes analisados.
1 Referente a populag6es que falam linguas pertencentes as familias linguisticas Tuu, Khoe, Kx'a e Bantu.
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TABELA 26 - FREQUENCIAS ALELICAS DOS ALELOS DERIVADOS DOS POLIMORFISMOS DO GENE MCM6 EM POPULACOES DE ORIGEM
AFRICANA DO 1000 GENOMES PROJECT E gnomAD

Pais/ . Frequéncia (%) L
. Populagéo N Referéncia
Localidade -13730 T>G -13779 G>C -13910 C>T -13913 T>C -13915 T>G 13937 G>A -14010 G>C -14011 C>T
Barbados ACB 96 11,5 0 6,8 0 0 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Estados Unidos ASW 61 9,8 0 17,2 0 0 0,8 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Gambia GWD 113 6,2 0 0,9 0 0 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Nigéria ESN 99 9,6 0 0 0 0 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Nigéria YRI 108 6,5 0 0 0 0 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Quénia LWK 99 8,1 0 0 0,5 0 0 8,6 1,0 1000 Genomes Project - Fase 3
Serra Leoa MSL 85 2,9 0 0 0 0 0 0 0 1000 Genomes Project - Fase 3
Africanos / Afro-americanos 42044 6,3 0 12,5 0,01 0,01 0,1 0,1 0,5 gnomAD - verséo 3

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: ACB = Afro-caribenhos em Barbados; ASW = Individuos de ancestralidade africana do Sudoeste dos Estados Unidos; ESN = Esan na Nigéria;
GWD = Gambianos da Divisdo Oeste de Gambia; LWK = Luhya em Webuye, no Quénia; MSL = Mende em Serra Leoa; YRI = Yoruba em Ibadan, na Nigéria.
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TABELA 27 - DIFERENCIACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS ENTRE AS POPULAGCOES AFRO-BRASILEIRAS ANALISADAS E POPULAGCOES DE
ORIGEM AFRICANA DO 1000 GENOMES PROJECT E gnomAD

X -13730 T>G -13907 C>G -13910 C>T -13913 T>C -13915 T>G -13937 G>A -14009 T>G -14010 G>C -14011 C>T
Populagéo 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P curiTiBA PvaLonGo™ P cuRITIBA PvaLonco™ P cuRIiTIBA Pvaiongo P CURITIBA Pvaiongo P cuRITIBA Pvalongo™ P curiTiIBA Pvatongo P CuriTIBA PvaLongo P CURITIBA PvaLonGgo P CURITIBA P vAaLONGO

ACB 2 < 0,001 0,551 - - <0,001 0,224 * * 0,528 * * * - - * * 0,528 *
ASW 2 < 0,001 0,404 - - 0,710 0,017 * * 0,615 * 0,047 1 * * 0,615 *
ESN 2 < 0,001 0,332 - - <0,001 * * * 0,521 * * * * * 0,521 *
GWD ? 0,015 0,063 - - <0,001 1 * * 0,493 * * * * * 0,493 *
LWK 2 0,001 0,189 - - <0,001 * 0,118 1 0,521 * * * 0,118 1 0,151 1
MSL 2 0,751 0,004 - - <0,001 * * * 0,552 * * * * * 0,552 *
YRI 2 0,010 0,078 - - <0,001 * * * 0,503 * * * - - * * 0,503 *
Africanos / Afro-americanos 3 0,001 0,027 0,811 1 <0,001 0,044 0,811 1 0,001 1 0,440 1 0,830 1 0,793 1 0,116 1

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: ACB = Afro-caribenhos em Barbados; ASW = Individuos de ancestralidade africana do Sudoeste dos Estados Unidos; ESN = Esan na Nigéria;
GWD = Gambianos da Divisdo Oeste de Gambia; LWK = Luhya em Webuye, no Quénia; MSL = Mende em Serra Leoa; YRI = Yoruba em Ibadan, na Nigéria.
NOTA: Estdo destacados em negrito valores de p significativos (< 0,05), representando frequéncias estatisticas diferentes. Com * estdo sinalizadas as
comparac0les de frequéncias que ndo puderam ser realizadas por serem idénticas entre os componentes analisados.
1 Devido ao tamanho reduzido da amostra, foi aplicada correcao de continuidade para os valores de p obtidos com as comparagdes das frequéncias alélicas
da populacdo da Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo.
2Dados obtidos do 1000 Genomes Project - Fase 3 (THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2015).
3 Dados obtidos do gnomAD - versdo 3 (KARCZEWSKI et al., 2020).
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6 DISCUSSAO

6.1 POLIMORFISMOS ASSOCIADOS AO FENOTIPO LP EM POPULACOES AFRO-
BRASILEIRAS DO SUL DO BRASIL

Foram identificados polimorfismos associados ao fendétipo da persisténcia da
lactase somente na populacdo afro-brasileira de Curitiba e Regidao Metropolitana,
sendo eles os alelos -13910*T, -13915*G e -14011*T de origem europeia, africana e
ndo determinada, respectivamente. E conspicua a prevaléncia da variante de origem
europeia nesta populacéo, responsavel pela persisténcia da lactase em 97,8% dos
casos. Consequentemente, o haplétipo preditor para o fenétipo LP mais abundante
nestes individuos também é de origem europeia que, por apresentar apenas este alelo
associado ao fendtipo LP, indica auséncia de recombinacdo nesta populacédo (ao
menos para esta regido gendémica). Tais prevaléncias decorrem da elevada proporcao
de ancestralidade gendmica europeia observada em populagdes dos estados do Sul
do Brasil (MOURA et al., 2015; PENA et al., 2011; SOUZA et al., 2019), nos quais este
componente de ancestralidade varia de 71,0%, 72,9% e 79,7% nas populacdes gerais
dos estados do Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, respectivamente
(MANTA et al., 2013).

A prevaléncia do polimorfismo -13910 C>T em populagbes da regido Sul do
Brasil ja foi relatada em outros trabalhos e é a maior encontrada no pais, sendo
identificada a frequéncia alélica de 65,0% na populacdo Menonita do Parana, e de
38,7%, 33,0% e 29,5% em euro-brasileiros de Pelotas (RS), Curitiba e Porto Alegre
(RS), nesta ordem (BOSCHMANN et al., 2016; FRIEDRICH et al., 2012a; HARTWIG
et al., 2016). Deve-se destacar que a frequéncia do alelo nos afro-brasileiros de
Curitiba e Regidao Metropolitana analisados (18,7%) € estatisticamente diferente,
sendo mais baixa do que a encontrada nos euro-brasileiros em questéo (p < 0,001 em
todos os casos). A frequéncia do polimorfismo de origem europeia nos afro-brasileiros
de Curitiba, contudo, ndo difere estatisticamente das frequéncias observadas em
outras populacdes afro-brasileiras, incluindo as de Porto Alegre (frequéncia alélica de
18,4%, p = 0,922) (FRIEDRICH et al., 2012a), de Pelotas (frequéncia alélica de 16,2%,
p = 0,249) (HARTWIG et al.,, 2016) e dos individuos pretos de localidade n&o
identificada do estudo de Mattar e colaboradores (2008) (frequéncia alélica de 12,0%,

p = 0,110). Foram também observadas frequéncias estatisticamente similares nas
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populacdes gerais de Belém (frequéncia alélica de 17,5%, p = 0,653) (FRIEDRICH et
al., 2012a) e nas populacdes da regido Nordeste do Brasil, Recife (frequéncia alélica
de 20,4%, p = 0,485) (FRIEDRICH et al., 2012a) e Salvador (frequéncia alélica de
18,7%, p = 0,996) (ARAUJO et al., 2019) — regido cujo componente de ancestralidade
africana € o mais elevado do pais, com média de 27,0% da ancestralidade total
(MOURA et al., 2015). Desta forma, foi identificada similaridade entre a frequéncia do
alelo -13910*T na populagao afro-brasileira de Curitiba e Regido e nas demais
populac6es afro-brasileiras em que a variante j& foi descrita — com excecao apenas
da populacdo da Comunidade Quilombola de Sertédo do Valongo, descrita no presente
trabalho (frequéncia alélica de 0,0%, p = 0,004).

A auséncia da substituicdo nucleotidica de origem europeia -13910 T>C nos
afro-brasileiros de Sertdo do Valongo ratifica a ja descrita pouca contribuicdo de
europeus e/ou de individuos de ascendéncia europeia na formacgéao e desenvolvimento
desta populacdo (SOUZA; CULPI, 2005; TEIXEIRA, 1990).

A presenga da mutacdo -13915 T>G em um Unico individuo da populagéo de
Curitiba e Regido Metropolitana (frequéncia de 0,2%) € inédita em populacdes
brasileiras. Apesar deste alelo estar presente em populacdes do Norte, Centro e Leste
africano, sua maior prevaléncia € observada em populacdes da Peninsula Arabica e
Oriente Médio — sugerindo sua origem nesta regido, com posterior insercdo em
populac6es da Africa Oriental através de fluxo génico (RANCIARO et al., 2014). Sendo
assim, a ocorréncia do alelo na populacdo brasileira analisada — apesar da baixa
frequéncia — evidencia sua ancestralidade africana, podendo estar associado a
contribuicdes de populacdes do Centro e Leste africano — regifes das quais africanos
escravizados foram trazidos forcadamente para o Brasil entre os séculos XVI e XIX,
durante o tréfico negreiro transatlantico (KLEIN, 1987; SOUZA, 2008). Além disso, o
haplétipo no qual a variante referida esta inserida ndo apresenta o polimorfismo de
origem europeia -13910*T, indicando também auséncia de recombinacao.

O alelo -14011*T, por sua vez, é observado em baixas frequéncias em todas
as populagbes nas quais ja foi identificado, sendo 2,5% a maior, observada na
populacdo Kgalagadi de Botsuana (MACHOLDT et al., 2014). No Brasil, foi
identificado em trés individuos de Recife (frequéncia alélica de 0,8%) e em um
individuo de Belém (frequéncia alélica de 0,5%) (FRIEDRICH et al.,, 2012a), em
frequéncias que nado diferiram estatisticamente das relatadas para a populacdo de

Curitiba e Regido Metropolitana (p = 0,210 e 0,458, respectivamente). Da mesma
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forma, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas com relacdo a
frequéncia do alelo nas demais popula¢des latino-americanas (TABELA 20, TABELA
22) e africanas comparadas (TABELA 24, TABELA 25, TABELA 27). Portanto, as
frequéncias observadas na populacao afro-brasileira de Curitiba estdo de acordo com
as frequéncias desse alelo em diferentes localidades.

Por ndo ter origem determinada e por ja ter sido identificado em populacdes
africanas, asiaticas, europeias e da Peninsula Arabica (AL-ABRI et al., 2012; JONES
etal., 2013; LIEBERT et al., 2017; MACHOLDT et al., 2014), ndo é possivel especular
qual teria sido a populacdo de origem responsavel por inserir a mutacao -14011 C>T
na populacdo afro-brasileira de Curitiba e Regido. Sua ocorréncia num mesmo
haplétipo contendo o alelo de origem europeia -13910*T ja foi relatada por Liebert e
colaboradores (2017) que, por também o identificarem em haplétipos provenientes de
contextos evolutivos distintos, sugeriram que a mutacdo em questdo teria ocorrido
mais de uma vez em populacdes diferentes — ndo tratando-se, desse modo, de um
haplétipo recombinante.

O polimorfismo -13730 T>G — apesar de nao ter associacdo confirmada ao
fendtipo da persisténcia da lactase — esta também inserido na regido intensificadora
do gene LCT. Este foi o Unico polimorfismo identificado comum aos afro-brasileiros de
Curitiba e Regido Metropolitana (frequéncia alélica de 2,5%) e da Comunidade
Quilombola de Sertdo do Valongo (frequéncia alélica de 16,7%), embora em
frequéncias estatisticamente diferentes (p < 0,001) — sendo a primeira vez que o alelo
foi observado em brasileiros. O haplétipo no qual o alelo -13730*G esta inserido € 0
mesmo em ambas as populacdes. Além disso, este alelo ndo esta em desequilibrio
de ligagdo com o polimorfismo de origem europeia -13910 C>T, indicando auséncia
de recombinacdo nessa regido genoémica. Como o alelo -13730*G foi observado
apenas em povos de origem africana pertencentes a diferentes partes do continente
africano (com excecgéo da porcao Sul) (INGRAM et al., 2009a; JONES et al., 2013;
LIEBERT et al., 2017; RANCIARO et al.,, 2014), sua presenca em ambas as
populacdes afro-brasileiras analisadas corrobora a ancestralidade africana destes
individuos. Ainda, ha uma correspondéncia entre as localidades contendo populagdes
gue apresentam o polimorfismo -13730 T>G e as regides das quais africanos
escravizados eram trazidos para o Brasil, como Mo¢cambique, Gana e Angola (KLEIN,
1987; SOUZA, 2008).
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A frequéncia do alelo -13730*G na populacdo de Sertdo do Valongo (16,7%) é
a mais alta ja observada no planeta, sendo superior as outras maiores frequéncias
identificadas provenientes de populacbes da Africa Central (11,8%) e de afro-
caribenhos de Barbados (11,5%), reportados por Ranciaro e colaboradores (2014) e
pelo 1000 Genomes Project (2015), respectivamente. E importante destacar que,
embora a frequéncia de Sertdo do Valongo seja superior, ela nao difere
estatisticamente das outras duas populagbes mencionadas (p = 0,550 e 0,551,
respectivamente). A elevada frequéncia identificada na Comunidade de Sertdo do
Valongo, apesar de possivelmente ter sido influenciada pelo pequeno tamanho
amostral (n = 18), é reflexo do seu pequeno tamanho populacional efetivo (n = 21),
assegurado pelo isolamento da comunidade (SOUZA; CULPI, 1992, 2005). Desta
forma, mesmo alelos em baixas frequéncias na populacdo que a originou podem ter
aumentado sua frequéncia apés o isolamento, como consequéncia do efeito fundador
(HATZIKOTOULAS; GILLY; ZEGGINI, 2014). Fenébmeno equivalente ja foi observado
na populacdo Menonita do Sul do Brasil, cujo histérico de formacado € marcado por
sucessivos eventos de gargalo de garrafa, elevada endogamia e isolamento. Tais
fatores culminaram numa frequéncia do alelo -13910*T superior a encontrada na
populacdo alemd — um dos grupos que a formou originalmente no século XVI
(BOSCHMANN, 2012).

A presenca de demais mutac6es de origem africana associadas a persisténcia
da lactase — além dos alelos -13730*G e -13915*G — nas duas populacdes afro-
brasileiras analisadas era esperada, considerando que muitos dos africanos trazidos
forcadamente para o Brasil durante os séculos XVI e XIX eram provenientes das
mesmas regides nas quais estima-se que os polimorfismos -13907 C>G, -13913 T>C,
-14009 T>G e -14010 G>C tenham surgido, na Africa Oriental (KLEIN, 1987;
TISHKOFF et al., 2007). Confirmando a ocorréncia de componentes genéticos
originarios do leste africano em brasileiros, Gouveia e colaboradores (2020)
estimaram, a partir de marcadores nucleares, a ancestralidade africana em
populacdes de Salvador (BA), Bambui (MG) e Pelotas (RS). Os autores identificaram
gue a ancestralidade africana predominante nos individuos analisados remonta a
populacdes do Centro-Oeste da Africa, no caso da populagéo nordestina, e do Leste-
Sul da Africa, no caso das populaces do Sudeste e Sul brasileiro (GOUVEIA et al.,
2020). Resultados similares foram obtidos a partir de analises em sequéncias de DNA

mitocondrial em populac¢des afro-brasileiras do Rio de Janeiro (RJ) e Porto Alegre
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(RS) (HUNEMEIER et al., 2007). E valido destacar que, ao contrario do que ocorre na
Europa com relagcéo a variante -13910*T, a distribuicdo dos alelos preditivos para o
fenétipo LP no continente africano é mais influenciada pela origem da populacdo do
que pela a regido geografica na qual ela esta estabelecida. Deste modo, populacdes
gue apresentam ancestralidade distintas, mas que habitam areas proximas, podem
apresentar frequéncias alélicas bastante discrepantes. Tal aspecto foi evidenciado por
Macholdt e colaboradores (2014), que observaram o alelo -14010*C na frequéncia de
36,0% na populacdo Nama (lingua Khoe) e de 2,5% na populacdo Taa (lingua Tuu)
da regido Oeste da Namibia — mesmo ambas habitando regides vizinhas do mesmo
pais. Neste caso, a auséncia de polimorfismos de origem africana nos afro-brasileiros
do Sul do Brasil avaliados indica que as populac¢des africanas trazidas para o pais ndo
possuiam tais alelos ou os apresentavam em baixa frequéncia, sugerindo duas
situacdes: a vinda de africanos exclusivamente nao pertencentes a grupos
pastoralistas ou a acdo da deriva genética na vinda de grupos pastoralistas para o
Brasil, em que as frequéncias das variantes associadas a LP em questdo eram
reduzidas nos grupos que migraram e, ao longo das geracdes, foram perdidas ou
mantidas em baixa frequéncia na populacdo — ndo sendo detectadas pela
amostragem realizada. A ocorréncia da variante alélica -13915*G em afro-brasileiros
de Curitiba e Regido e a presenca do alelo -14010*C em afro-brasileiros de Porto
Alegre (FRIEDRICH et al., 2012a) corroboram a segunda situacdo. Além disso,
aspectos como a presenca de haplotipos de origem banta — grupo linguistico que inclui
diversas populacdes com tradicdes pastoralistas — em brasileiros (AURICCHIO et al.,
2007; VICARI; DE MELLO; FIGUEIREDO, 2005; ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992),
bem como o relato em fontes historicas sobre a vinda desses povos para o pais
(SLENES, 1992) e sua consequente contribuicdo para a cultura brasileira (APONTES,
2010; MUKUNA, 1978; RODRIGUES, 2010) também apontam para a segunda
hipétese.

As substituicdes nucleotidicas -13732 C>A e -13752 C>T, observadas em afro-
brasileiros de Curitiba e Regido, em um individuo cada, ja foram identificadas em
populacdes africanas. O polimorfismo -13732 C>A foi observado em afro-americanos
do Sudoeste dos Estados Unidos, na populagdo Luhya, do Quénia, e na populacéo
Mende, de Serra Leoa, nas frequéncias de 0,8% (n=1),0,5% (n=1) e de 1,2% (n =
2), respectivamente (THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2015). Da

mesma forma, o polimorfismo -13752 C>T esta presente na frequéncia de 0,3% em
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africanos / afro-americanos descritos no gnomAD — versdao 3 (KARCZEWSKI,
MARTIN, 2020). Nao ha outras informacdes, tanto funcionais quanto populacionais,

acerca dos alelos em questdo até o momento.

6.2 DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

O desequilibrio de ligacéo é definido pela combinacdo nédo ao acaso de alelos
localizados em diferentes loci (NORDBORG; TAVARE, 2001). Para estima-lo nas
populacdes afro-brasileiras de Curitiba e Regido, foram utilizados parametros
distintos: r2 e D’ que, consequentemente, representam aspectos diferentes do LD
(FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER IV, 2003). O r2 representa o valor da
correlacao entre alelos num mesmo haplétipo e, portanto, indica a ocorréncia (ou nao)
de eventos de recombinacdo e mutacdo que se sucederam no bloco haplotipico
analisado (ANEXO 1) (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER 1V, 2003; HILL;
ROBERTSON, 1968). Desta forma, o valor de r2 sé sera igual a um (isto &, indicando
desequilibrio de ligacdo) caso as frequéncias alélicas investigadas sejam idénticas
(FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER 1V, 2003). Por outro lado, o parametro
D’ é dado pela razdo da diferenca entre as frequéncias haplotipicas observadas e
esperadas pelas frequéncias alélicas observadas — sendo informativo sobre a
ocorréncia de eventos de recombinagdo (ANEXO 1) (FLINT-GARCIA;
THORNSBERRY; BUCKLER 1V, 2003; LEWONTIN, 1964).

O valor de r2, calculado a partir das frequéncias alélicas do par de variantes -
13730*G e -13910*T (r2 = 0,075), sugere que os alelos em questao estardo presentes
em haplétipos distintos e que, além disso, seu surgimento ocorreu em contextos
evolutivos diferentes (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER 1V, 2003). Tal
constatacdo era esperada, considerando tanto a auséncia de haplétipos
recombinantes, contendo ambos os alelos nos afro-brasileiros de Curitiba e Regiéo
observados, quanto a origem do polimorfismo -13730 T>G em populagdes africanas
e do polimorfismo -13910 C>T em populacées europeias. E importante destacar que
0 baixo valor de r2 e o alto valor de D’ (0,98), analisados em conjunto, indicam
diferencas nas frequéncias alélicas observadas (18,7% e 2,5%, para os alelos -
13730*G e -13910*T, respectivamente) (WRAY; VISSCHER, 2008).
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6.3 DIVERSIDADE E DISTANCIA GENETICA ENTRE OS AFRO-BRASILEIROS
ANALISADOS

A ocorréncia de mais alelos distribuidos numa maior quantidade de haplotipos
na populacdo afro-brasileira de Curitiba de Regido Metropolitana (n = 7), quando
comparada com a populacao afro-brasileira da Comunidade Quilombola de Sertéo do
Valongo (n = 2), sdo indicativos da maior variabilidade existente no pool genético da
primeira. Através da heterozigosidade média (Hem = 0,037 e 0,024, para Curitiba e
Regido e Sertdo do Valongo, respectivamente), foi observado que de fato ha uma
maior diversidade genética na populacdo de Curitiba. Porém, tal diversidade nao
difere estatisticamente da encontrada em Sertdo do Valongo (p = 1) — o0 que
possivelmente decorre da desigualdade no tamanho amostral de ambas e dos poucos
loci utilizados na determinacéo da diversidade (n = 10).

A menor diversidade genética encontrada na Comunidade de Sertdo do
Valongo concorda com o historico de isolamento ao qual a populacdo esta submetida
desde sua fundacéo, no final do século XIX, motivado tanto pela sua localizacéo
geografica afastada, quanto pelas diferencas socioculturais com as comunidades
vizinhas — de ascendéncia predominantemente europeia (CRUZ; HANAZAKI, 2008;
SOUZA; CULPI, 2005). Tais aspectos, sobretudo os referentes as diferencas
socioculturais estabelecidas, marcadas pela forte religiosidade presente na
comunidade juntamente com a segregacéo racial exercida pelas populacbes que
habitam regides préximas a ela, resultaram no alto coeficiente de endocruzamento
encontrado neste grupo (F = 0,081) — explicando sua baixa diversidade genética
(CASTELLS, 2007; SOUZA; CULPI, 2005). Além disso, sua formacao por apenas oito
individuos evidencia a ocorréncia de efeito fundador, como ja sugerido por Souza e
Culpi (2005), o que assegurou a baixa variabilidade genética nas geracdes
posteriores. Essa pouca variabilidade também ja foi relatada para outras regifes
gendmicas nesta mesma populagcédo (SOUZA; CULPI, 2005).

Em contrapartida, a maior diversidade genética encontrada nos afro-brasileiros
de Curitiba e Regido Metropolitana ja era esperada considerando o néo isolamento e
o carater miscigenado da populacado, previamente relatado nos trabalhos de Probst e
colaboradores (2000) e Braun-Prado e colaboradores (2000). Nestes trabalhos, foram

avaliadas a ancestralidade gendmica de parte das amostras incluidas no presente
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estudo, relatando a contribuicdo de 49,5%, 41,8% e 8,7% de componentes genéticos
africano, europeu e amerindio, respectivamente.

A distancia genética entre as populac¢des de Curitiba e Regido Metropolitana e
de Sertédo do Valongo, avaliada através do valor de Fsr, indica, de acordo com Wright
(1949), uma diferenciacdo moderada entre ambas (Fst = 0,119). Tal diferenciacéo é
reflexo de estruturas populacionais distintas entre o0s grupos afro-brasileiros
comparados, decorrente principalmente do contraste existente na formagdo e nas
dindmicas socioculturais de cada um. Ao contrario da populacao de Curitiba e Regido
Metropolitana, os afro-brasileiros da Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo
mantiveram um estilo de vida com pouco contato com pessoas de fora da comunidade
desde sua fundacdo. Essa caracteristica, aliada a outros fatores como baixa taxa de
migragcédo, elevado grau de endocruzamento e pequeno tamanho populacional,
assegurou as diferencas existentes entre sua estrutura populacional e a dos afro-
brasileiros do Parana (SOUZA; CULPI, 2005). As diferencas entre as frequéncias dos
alelos -13730*G e -13910*T e, consequentemente, dos genotipos -13730 G/T, -13730
T/T, -13910 C/T e -13910 C/C corroboram a diferenciagdo mencionada entre as

populacdes em questao.

6.4 COMPARACOES POPULACIONAIS

6.4.1 Entre populagdes latino-americanas

As frequéncias dos alelos localizados na regido intensificadora do gene LCT -
13779*C, -13937*A, -14010*C e -14011*T em populacbes brasileiras nas quais ja
foram identificados ndo diferiram estatisticamente das frequéncias observadas nos
afro-brasileiros de Curitiba e Regido Metropolitana e da Comunidade Quilombola de
Sertdo do Valongo (TABELA 18). Isso ocorre porque tais mutacdes estao presentes
em menos de cinco individuos em todas as populacdes, o que indica a raridade da
sua ocorréncia em brasileiros — incluindo os de ascendéncia majoritariamente africana
do sul do pais analisados.

Como j& descrito, a frequéncia do alelo -13910*T nos afro-brasileiros de
Curitiba e Regido (18,7%) néao diferiu estatisticamente das observadas em outras
populacdes afro-brasileiras. Essa similaridade € reflexo da semelhanca entre tais

populacdes, decorrente ndo somente da ancestralidade europeia compartilhada, mas
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também da sua inser¢cdo em centros urbanos como Curitiba, Porto Alegre e Pelotas.
A ndo constatacdo de diferencas estatisticas entre as frequéncias encontradas nas
populacées do Nordeste do Brasil, de Salvador e Recife — também grandes centros
urbanos —, sao resultantes dos mesmos fatores pois, embora as populagbes dessas
cidades néo tenham sido diferenciadas quanto a sua ancestralidade e/ou fenétipo nos
trabalhos em que foram descritas, a contribuicio dos componentes genéticos de
origem africana nesta regido sdo, em meédia, os mais elevados do pais (MACHADO,
2008; MOURA et al., 2015). As diferencas estatisticas com relacdo a frequéncia do
alelo -13910*T em euro-brasileiros, amerindios e nipo-brasileiros (TABELA 18) era
esperada considerando a composi¢cao genética distinta de cada um desses grupos em
relacdo aos afro-brasileiros de Curitiba e Regido. Essa distingdo ocorre apesar do
carater miscigenado atribuido historicamente a populacdo brasileira pois, como
evidenciado pelos dados do EPIGEN-Brasil (TARAZONA SANTOS et al., 2016),
cruzamentos preferenciais em funcéo da ancestralidade e aspectos relacionados a ela
sdo tipicos no pais — assegurando tal diferenciacdo. Fatores como a discriminacéo
racial sdo determinantes para o estabelecimento desta dindmica de cruzamento
(TELLES, 2004).

Por sua vez, a frequéncia do alelo -13910*T na populacdo de Sertdo do
Valongo (0,0%) nao diferiu estatisticamente das frequéncias relatadas para a
populacdo geral de Fortaleza (frequéncia alélica de 23,9%, p = 0,057) (PONTE et al.,
2016), para os amerindios das etnias Guarani-Kaiowa (frequéncia alélica de 0,6%, p
= 1), Guarani-Nandeva (frequéncia alélica de 7,6%, p = 0,193), Kaingang (frequéncia
alélica de 4,9%, p = 0,386) e Xavante (frequéncia alélica de 0,5%, p = 1) (FRIEDRICH
et al., 2012b), bem como para os individuos pretos (frequéncia alélica de 12,0%, p =
0,067) do estudo de Mattar e colaboradores (2008), cuja localidade a qual pertencem
nao foi identificada. A baixa frequéncia da variante, observada nesses grupos, explica
tal similaridade — impulsionada também pelo pequeno nimero de amostras da
populacdo de Sertdo do Valongo (n = 18). A néo similaridade com as frequéncias
encontradas em outras populacdes afro-brasileiras, em contrapartida, provavelmente
se deve ao isolamento da comunidade valonguense. A dindmica de isolamento
impediu a ocorréncia de fluxo génico recente e, consequentemente, resultou numa
estrutura populacional distinta — assim como citado anteriormente, com relacdo as

diferencas com a populacéo afro-brasileira de Curitiba e Regiéo.
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A auséncia de diferencas estatisticas entre as frequéncias do alelo -13910*T
na populacdo de Curitiba e Regido Metropolitana (18,7%) e em onze das 15
populacdes latino-americanas miscigenadas comparadas (TABELA 20) — incluindo
populacées do Chile, Equador e México — indica que h& uma estrutura populacional
similar entre eles. Tal similaridade é reflexo dos processos de colonizacao europeia
associado ao exterminio de populacdes nativas e de uso de méo de obra de africanos
escravizados em todo o continente e ocorre apesar das proporgdes de ancestralidade
gendmica dos componentes amerindios, africanos e europeus variarem nos diferentes
paises devido a historia demografica de cada um (BERTONI, 2011; MOYA, 2018;
SALZANO; SANS, 2014). Além disso, 0 mesmo padrao de ndo similaridade com as
frequéncias observado em amerindios brasileiros € encontrado também com relagao
a grupos nativos de demais paises da América Latina comparados (TABELA 20). E
importante salientar que as diferencas nas proporcdes de ancestralidade entre a
populacdo afro-brasileira em questdo e as populacfes miscigenadas e de origem
africana do Equador sdo notaveis — sobretudo com relacdo as por¢cbes europeias —,
sendo as contribuicdes nessas populacoes, respectivamente, equivalentes a 19,0% e
16,0% europeu, 73,0% e 28,0% amerindio, 8,0% e 56,0% africano (GONZALEZ-
ANDRADE et al., 2007). Esse contraste pode explicar as diferencas estatisticas
referente a comparacdo da frequéncia do alelo -13910*T com essas populacées
(TABELA 20).

Quanto as comparacgdes com populacdes latino-americanas do 1000 Genomes
Project (TABELA 21), foram observadas diferencas estatisticas significativas entre as
frequéncias do alelos -13730*G e -13910*T nos afro-brasileiros de Curitiba e Regiéo
(2,5% e 18,7%, respectivamente) e nos Peruanos de Lima, no Peru, decorrentes da
auséncia da mutacao na ultima (TABELA 22). De acordo com Martin e colaboradores
(2017), o conjunto de amostras referente a populacdo peruana apresenta 77,0% de
componentes genéticos de ancestralidade amerindia, sendo a maior propor¢do da
referida ancestralidade encontrada em todas as populacdes do 1000 Genomes
Project. Sendo assim, a elevada contribuicdo de ancestralidade europeia explica a
auséncia da variante de origem africana -13730*G e a baixa frequéncia do
polimorfismo de origem europeia -13910 C>T nesta populagéo, ocasionando as
desigualdades entre as frequéncias. Foram também identificadas diferencas
estatisticas com relacdo a frequéncia do alelo -13910*T na populacdo de afro-

brasileira de Curitiba e Regido e nos Colombianos de Medellin, na Colémbia. Isso
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decorre, possivelmente, devido a elevada contribuicdo de ancestralidade europeia
também identificada nesses individuos, propiciando uma maior frequéncia alélica
(GENOVESE et al., 2013; GRAVEL et al.,, 2013). Com relacdo as comparacgdes
realizadas referente a frequéncia das variantes -13730*G e -13910*T na populacao
de Sertdo do Valongo (16,7% e 0,0%, respectivamente) e em populacdes latino-
americanas (TABELA 19, TABELA 21), foram identificadas diferencas estatisticas em
todos os casos (TABELA 20, TABELA 22). Tais diferencas, como ja exposto
anteriormente, € consequéncia da baixa variabilidade genética e estrutura
populacional isolada da Comunidade de Sertdo do Valongo. Para os alelos -13915*G
e -14011*T, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre nenhuma das
populacées comparadas (TABELA 22), o que ja era esperado devido as suas baixas
frequéncias em todas elas.

A constatacao de diferencas estatisticas com relacao as frequéncias dos alelos
-13730*G e -13910*T quando comparados os dois grupos afro-brasileiros da regido
Sul e os dados da populacdo latino-americana geral, do gnomAD, possivelmente
decorre da discrepancia entre os tamanhos amostrais. ISSo ndo ocorre para as demais
variantes porque suas respectivas frequéncias séo inferiores a 0,1% nos demais
latino-americanos, tornando-as similares as suas baixas frequéncias nos afro-

brasileiros paranaenses e catarinenses comparados (TABELA 21).

6.4.2 Entre populagdes africanas

As frequéncias dos alelos -13730*T, -13907*G, -13910*T, -13913*C, -13915*G
e -14009*G comparadas entre a populacéo geral do Norte da Africa (TABELA 23) e
os afro-brasileiros de Curitiba e Regido Metropolitana (frequéncias alélicas de 2,5%,
0,0%, 18,7%, 0,0%, 0,2% e 0,0%, respectivamente) demonstraram ser
estatisticamente diferentes (p = 0,016, < 0,001, 0,038, 0,040, < 0,001 e < 0,001,
respectivamente) (TABELA 24). Tal aspecto decorre da pouca contribuicdo que os
povos dessa regido do continente africano exerceram na composi¢cao da populacao
brasileira, ja que ndo estavam inclusos entre 0s grupos que eram trazidos para o Brasil
durante do comércio transatlantico de escravizados (SOUZA, 2008). A Unica variante
gue nao diferiu estatisticamente, contudo, foi a -14011*T (frequéncia alélica de 0,2%
na populacdo de Curitiba e Regido, p = 0,626) e isto se deve as baixas frequéncias

em que o polimorfismo esta presente nas populagbes nas quais ja foi identificado,
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como ja descrito anteriormente. Pelo mesmo motivo, este alelo ndo demonstrou
diferencas estatisticas com relacdo a nenhuma das frequéncias em todas populacdes
comparadas (TABELA 24).

O polimorfismo de origem africana -13730 T>G esta presente em frequéncias
similares as da populacdo de Curitiba e Regido Metropolitana (2,5%) na maioria dos
povos africanos comparados (TABELA 24). Tal similaridade foi constada inclusive em
populacdes cujas localidades coincidem com as que sabidamente englobam grupos
trazidos para o Brasil durante o periodo do trafico transatlantico, como Angola e
Mocambique. Contudo, foram observadas diferencas estatisticas com relacdo as
frequéncias reportadas para populacdes provenientes de regides que também
incluiam grupos trazidos para o pais entre os séculos XVI e XIX, como Africa Central
(p < 0,001) e Ocidental (p = 0,005) e a populacéo de Jaali do Sudao, na Africa Oriental
(p = 0,013) (TABELA 24). Como as diferencas estdo restritas a apenas alguns dos
grupos comparados nessas localidades, tal diferenciacdo nao invalida as
similaridades com as demais populagbes destas regides relatadas anteriormente.
Sendo assim, a frequéncia do polimorfismo -13730 T>G nos afro-brasileiros de
Curitiba e Regido Metropolitana pode ser explicada pela ancestralidade comum com
populacdes africanas. Para a populacdo de Sertdo do Valongo, foram identificadas
diferencas estatisticas significativas com relacdo a frequéncia do alelo -13730*G
(16,7%) numa maior quantidade de populacdes, incluindo grupos da Angola, Etidpia,
Mocgambique e Sudao (TABELA 25). Porém, ao contrario do que foi descrito para os
afro-brasileiros de Curitiba, as frequéncias de Sertdo do Valongo diferiram por serem
superiores as observadas nas populacdes mencionadas, sendo provavelmente
consequéncia do efeito fundador na origem da comunidade.

A frequéncia do alelo -13910*T dos afro-brasileiros de Curitiba e Regido
Metropolitana (18,7%) difere estatisticamente das frequéncias de todas as populacdes
africanas comparadas (TABELA 24), evidenciando que sua inser¢ao nesta populacéo
seria decorrente da miscigenagéo com europeus. A auséncia deste alelo na populacéo
da Comunidade de Sertdo do Valongo, decorrente dos fatores mencionados
anteriormente, promoveu a ndo constatacdo de diferencas estatisticas com relacéo a
frequéncia desse alelo nas populacfes africanas em que foi identificado.

Nas populagbes africanas, as frequéncias dos alelos -13907*G, -13913*C, -
14009*G e -14010*C (TABELA 23) séo estatisticamente superiores as encontradas

nos afro-brasileiros de Curitiba e Regido Metropolitana (frequéncia de 0,0% para todos
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os alelos em questédo) (TABELA 24). Apesar das variantes referidas também estarem
ausentes na populacdo de Sertdo do Valongo, seu pequeno tamanho amostral (n =
18) resultou em diferencas estatisticas com relacdo a uma menor quantidade de
populacdes comparadas (TABELA 25).

A frequéncia do alelo -13915*G nos afro-brasileiros de Curitiba e Regido
Metropolitana (0,2%) nao diferiu estatisticamente da maior parte das populacdes
africanas comparadas (TABELA 24), com excec¢do de grupos da Etiépia (p = 0,012 na
populacao Afar e p = 0,004 na populagdo Oromo, proveniente da regido de Borana) e
Sudéao (p = 0,001 e 0,10 nas populacdes Beja Beni Amer e Jaali, respectivamente)
nos quais sua frequéncia é elevada (TABELA 23). O mesmo € valido para a frequéncia
da Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo (0,0%), embora também com um
namero menor de populagdes (TABELA 25). Como ja descrito, provavelmente eventos
de deriva genética teriam sido responsaveis por diminuirem a frequéncia do alelo -
13915*G em afro-brasileiros, ja que sua presenca — mesmo em poucos individuos —
assegura que a variante tenha chegado ao pais através dos processos migratorios
promovidos pelo comércio transatlantico de escravizados.

Similar ao encontrado nas populacdes latino-americanas, a maior parte das
populacdes africanas do 1000 Genomes Project e do gnomAD diferiram
estatisticamente apenas paras as frequéncias dos alelos -13730*G e -13910*T nas
populacbes afro-brasileiras comparadas (TABELA 27). Além das variantes
mencionadas, foram constatadas diferencas também quanto a frequéncia do alelo -
13915*G na populacao africana / afro-americana do gnomAD, e quanto a frequéncia
do alelo -13937*A nos afro-americanos do Sudoeste dos Estados Unidos do 1000
Genomes Project. A restricdo majoritaria de diferencas estatisticas as frequéncias dos
alelos -13730*G e -13910*T possivelmente decorre deles serem as variantes em

maior frequéncia identificadas nos afro-brasileiros analisados.
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7 CONCLUSOES

Nos afro-brasileiros de Curitiba e Regido Metropolitana, assim designados a
partir de heterodeterminagéo, foram identificados os polimorfismos associados ao
fenétipo da persisténcia da lactase -13910 C>T, -13915 T>G e -14011 C>T, bem como
0s polimorfismos -13730 T>G, -13732 C>A e -13752 C>T que, embora ndo tenham
associacao ao fendétipo em questéo confirmada, localizam-se na regido intensificadora
a montante do gene LCT, assim como as demais variantes mencionadas. Em
contrapartida, nos afro-brasileiros da Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo,
classificados assim devido ao historico de fundacdo da comunidade por individuos de
ancestralidade predominantemente africana, ndo foram identificados alelos
associados a este fendtipo, sendo a variante -13730*G o Unico polimorfismo
encontrado na populacao.

O alelo -13910*T, de origem europeia, € 0 mais prevalente dentre o0s
identificados na populacéo de Curitiba e Regido Metropolitana. Sua maior frequéncia,
quando comparada a dos demais alelos, é consequéncia da elevada proporcéo de
ancestralidade europeia em populagdes brasileiras — sobretudo na regido Sul do pais.
Esta contribuicdo proeminente de ancestralidade europeia decorre da imigracao
acentuada de populacbes deste continente para o Brasil desde o século XVI,
acentuada no periodo pés-abolicdo do regime escravocrata através do estimulo para
a vinda gerado pelo financiamento do governo brasileiro. Além disso, a auséncia da
variante -13910*T na populacédo de Sertdo do Valongo corrobora a pouca contribuicéo
que populacdes europeias e/ou de origem europeia exerceram na formacédo e
desenvolvimento da comunidade, assegurando sua ancestralidade
predominantemente africana.

A ocorréncia do polimorfismo -13730 T>G, presente exclusivamente em
populacdes da Africa, nos afro-brasileiros analisados corrobora sua ancestralidade
africana. Tal alelo, inclusive, foi observado nos individuos de Sertdo do Valongo na
maior frequéncia ja identificada no planeta, sendo consequéncia do efeito fundador na
constituicdo da comunidade em questéo, formada por menos de dez individuos no
final do século XIX e mantendo-se com tamanho populacional reduzido desde entao.

A baixa frequéncia do alelo de origem africana -13915*G assim como a
auséncia de demais alelos de origem africana associados ao fenotipo LP nos afro-

brasileiros de Curitiba e Regido e de Sertdo do Valongo analisados séo decorrentes
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de eventos de deriva genética na vinda forcada dos africanos durante o comércio
transatlantico de escravizados, entre os séculos XVI e XIX. As frequéncias desses
alelos nas populagdes que migraram para o Brasil provavelmente eram baixas, de
modo que suas respectivas frequéncias nas geragdes subsequentes foram reduzidas.
Desta forma, o aparecimento de haplotipos recombinantes contendo alelos de origem
africana e europeia torna-se mais raro na populacao — evidenciado pela sua auséncia
nos individuos amostrados. Contudo, foram analisadas apenas uma fracdo das
populacdes afro-brasileiras selecionadas, de modo que o tamanho da amostra pode
ter sido insuficiente para constatar os alelos mencionados anteriormente.

A presenca dos alelos -13915*G e -14011*T indicam que, apesar da
identificacdo da variante -13910*T ser assertiva para o diagnéstico da hipolactasia
primaria em grande parte da populacdo analisada, seu uso ndo permite a
determinacao da condi¢cdo em todos os casos. Portanto, € recomendavel incluir mais
alelos da regido intensificadora do gene LCT, além do -13910*T, para que o
diagnoéstico apresente maior eficiéncia — especialmente nos afro-brasileiros de
Curitiba e Regido Metropolitana.

A menor diversidade genética encontrada na populacdo afro-brasileira da
Comunidade Quilombola de Sertdo do Valongo, quando comparada com a populacao
de Curitiba e Regido, e a diferenciacdo genética moderada entre elas evidenciam a
estrutura populacional distinta que cada uma apresenta. Enquanto a populagcéo de
Sertdo do Valongo manteve-se isolada, devido tanto a sua localizacdo geografica
afastada, quanto as diferencas socioculturais com comunidades vizinhas, a populacéo
de Curitiba e Regido esteve mais sujeita a fluxo génico. Além disso, aspectos como a
elevada taxa de endocruzamento encontrada em Sertdo do Valongo favoreceram
ainda mais a diminuicao de sua diversidade genética.

Foram identificadas similaridades entre as frequéncias alélicas da populacdo
de Curitiba e Regido e demais populacdes miscigenadas da América Latina,
decorrente das semelhancas existentes nos processos que as constituiram nos
ultimos séculos. Tais processos incluem o exterminio de populagbes nativas a partir
da chegada dos europeus e posterior insercdo de grupos africanos pelo tréfico
transatlantico de escravizados. O mesmo nao foi contatado para a Comunidade
Quilombola de Sertdo do Valongo devido ao carater isolado deste grupo. Foram

observadas frequéncias similares também com relacdo as frequéncias alélicas dos
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afro-brasileiros estudados e de populacdes africanas, provavelmente derivado de sua

ancestralidade comum.
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APENDICE 1 — FREQUENCIAS FENOTIPICAS OBSERVADAS EM POPULACC)ES DA EUROPA
Pais Localidade / Populacéo N Frequéncia (%) Referéncia
LP LNP

Alemanha Bayern / Alemées 433 85,2 14,8 Flatz et al. (1982)
Alemanha Berlim / Alemées 15 93,3 6,7 Flatz et al. (1982)
Alemanha Hessen / Alemaes 70 87,1 12,9 Flatz et al. (1982)
Alemanha Niedersachsen e Bremen / Alemaes 328 85,7 14,3 Flatz et al. (1982)
Alemanha Nordrhein-Westfalen / Alemaes 346 87,3 12,7 Flatz et al. (1982)
Alemanha Rheinland-Pfalz / Alemaes 56 91,1 8,9 Flatz et al. (1982)
Alemanha Schleswig e Hamburg / Alemées 255 87,5 12,5 Flatz et al. (1982)
Austria Regido Leste / Austriacos 181 77,3 22,7 Itan et al. (2010); Rosenkranz et al. (1982)
Austria Regido Oeste / Austriacos 166 85,5 14,5 Itan et al. (2010); Rosenkranz et al. (1982)
Dinamarca Hellerup / Dinamarqueses 761 97,0 3,0 Busk et al. (1975); Gudmand-Hgyer et al. (1969)
Finlandia Helsinque / Falantes de finlandés 449 83,0 17,0 Jussila (1969); Jussila et al. (1970); Sahi (1974)
Finlandia Helsinque / Falantes de suico 91 92,0 8,0 Sahi (1974)
Itélia Regido Central / Italianos 65 82,0 18,0 Cavalli-Sforza et al. (1987); Itan et al. (2010)
Itélia Regido Norte / Italianos 208 49,0 51,0 Burgio et al. (1984); Itan et al. (2010)
Italia Regido Sul / Italianos 99 46,0 54,0 Itan et al. (2010); Rinaldi et al. (1984)
Italia Sardenha 47 15,0 85,0 Itan et al. (2010); Meloni et al. (1998)
Rep. Tcheca / Tchecos 17 82,0 18,0 Leichter (1972)
Suécia / Suecos 400 96,0 4,0 Dahlqvist; Lindquist (1971)
Suica Zurigue / Suicos 746 77,0 23,0 Beyerlein et al. (2008)

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: LP = Lactase persistente, LNP = Lactase n&o persistente.
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APENDICE 2 — FREQUENCIAS FENOTIPICAS OBSERVADAS EM
POPULACOES DA AFRICA
Pais Localidade / Populacéao N Frequencia (%) Referéncia
LP LNP
Africa do Sul  Askham / Populac&o miscigenada 20 450 55,0 Breton et al. (2014)
Africa do Sul  Askham / # Khomani 20 20,0 80,0 Breton et al. (2014)
Africa do Sul  Colesberg / Karretjie 20 20,0 80,0 Breton et al. (2014)
Africa do Sul  Colesberg / Populacédo miscigenada 20 15,0 85,0 Breton et al. (2014)
Africa do Sul  Regido Sudeste / Falantes Bantu 41 17,0 83,0 Breton et al. (2014)
Africa do Sul  Wellington / Populacéo miscigenada 20 45,0 55,0 Breton et al. (2014)
Angola Menogue / 'Xun 20 10,0 90,0 Breton et al. (2014)
Congo Luozi / Manyanga 11 0 100,0 Breton et al. (2014)
Namibia Tsumkwe / Ju/’hoansi 20 50 95,0 Breton et al. (2014)
Namibia Windhoek / Herero 14 0 100,0 Breton et al. (2014)
Namibia Windhoek / Nama 22 50,0 50,0 Breton et al. (2014)
Niger / Tuareg 118 87,3 12,7 Flatz; Schildge; Sekou (1986)
Senegal / Populagéo miscigenada - 71,0 29,0 Arnold et al. (1980)
Quénia / Borana 8 60,0 40,0 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Buriji 8 37,5 62,5 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / El Molo 9 44,4 55,6 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Gabra 9 88,9 111 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Kikuyu 2 50,0 50,0 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Konso 6 33,3 66,7 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Maasai 32 719 28,1 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Marakwet 6 50,0 50,0 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Nandi 4 0 100,0 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Ogiek 11 545 45,5 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Pokot 14 429 57,1 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Rendille 8 62,5 37,5 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Sabaot 6 50,0 50,0 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Samburu 9 88,9 11,1 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Sengwer 16 125 87,5 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Somali 1 100,0 0 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Tugen 16 50,0 50,0 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Turkana 12 33,3 66,7 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Wata 1 100,0 0 Tishkoff et al. (2007)
Quénia / Yaaku 14 57,0 43,0 Tishkoff et al. (2007)
Ruanda / Hutu 36 42,0 58,0 Cox; Elliot (1974)
Ruanda / Shi 28 4,0 96,0 Cox; Elliot (1974)
Ruanda / Tutsi 27 92,2 7,8 Cox; Elliot (1974)
Ruanda / Twa 22 23,0 77,0 Cox; Elliot (1974)
Sudéao / Ama 2 50,0 50,0 Tishkoff et al. (2007)
Sudéao / Beja Beni Amer 100,0 0 Tishkoff et al. (2007)
Sudéao / Beja Hadandawa 11 818 18,2 Tishkoff et al. (2007)
Sudao / Dinka 9 66,7 33,3 Tishkoff et al. (2007)
Sudao / Koalib 1 100,0 0 Tishkoff et al. (2007)
Sudéao / Liguri-Logorik 1 0 100,0 Tishkoff et al. (2007)
Sudéao / Masalit 1 100,0 0 Tishkoff et al. (2007)
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Frequéncia (%)

Pais Localidade / Populacéo N Referéncia
LP LNP

Sudéo / Nuer 4 50,0 50,0 Tishkoff et al. (2007)
Sudéo / Shilook 8 37,5 62,5 Tishkoff et al. (2007)
Sudéao Norte do Nilo / Dongolawi 16 18,7 81,3 Bayoumi et al. (1981)
Sudéao Norte do Nilo / Nubia 21 333 66,7 Bayoumi et al. (1981)
Sudéao Norte do Nilo / Shaygi 42 38,1 61,9 Bayoumi et al. (1981)
Sudéao Regido Central / Jaali 113 53,1 46,9 Bayoumi et al. (1981)
Sudéao Regido Central / Nuba 58 20,7 79,3 Bayoumi et al. (1981)
Sudéo Regido Norte / Kahli 21 619 38,1 Bayoumi et al. (1981)
Sudao Regido Norte / Beja 303 832 16,8 Bayoumi et al. (1982)
Sudao Regido Norte / Gomoeia 31 67,7 32,3 Bayoumi et al. (1981)
Sudao Regido Sudoeste / Habbani 19 474 52,6 Bayoumi et al. (1981)
Sudao Regido Sudoeste / Misseri 20 40,0 60,0 Bayoumi et al. (1981)
Sudao Regido Sul / Niléticos 282 25,5 74,5 Bayoumi et al. (1982)
Tanzania / Akie 14 429 57,1 Tishkoff et al. (2007)
Tanzania / Burunge 18 33,3 66,7 Tishkoff et al. (2007)
Tanzania / Datog 4 0 100,0 Tishkoff et al. (2007)
Tanzania / Dorobo 10 40,0 60,0 Tishkoff et al. (2007)
Tanzania / Fiome 12 8,3 91,7 Tishkoff et al. (2007)
Tanzania / Hadza 18 50,0 50,0 Tishkoff et al. (2007)
Tanzania [ Iragw 21 85,7 14,3 Tishkoff et al. (2007)
Tanzéania / Maasai 17 58,8 41,2 Tishkoff et al. (2007)
Tanzéania / Mbugu 30 33,3 66,7 Tishkoff et al. (2007)
Tanzania / Mbugwe 13 30,8 69,2 Tishkoff et al. (2007)
Tanzania / Pare 10 60,0 40,0 Tishkoff et al. (2007)
Tanzénia / Rangi 35 48,6 51,4 Tishkoff et al. (2007)
Tanzéania / Samba'a 3 0 100,0 Tishkoff et al. (2007)
Tanzéania / Sandawe 30 26,7 73,3 Tishkoff et al. (2007)

FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: LP = Lactase persistente, LNP = Lactase nao persistente.
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OBSERVADAS EM

POPULACOES DO ORIENTE MEDIO

Frequéncia (%)

Pais Localidade / Populacéo N Referéncia
LP LNP
Arébia Saudita Provincia Leste / Arabes urbanos 109 43,0 57,0 Dissanayake et al. (1990)
Arabia Saudita Provincia Leste / Beduinos 21 81,0 19,0 Dissanayake et al. (1990)
Arabia Saudita Provincia Leste / lemenitas 17 53,0 47,0 Dissanayake et al. (1990)
Egito Regido de Sinai / Egipcios 172 65,7 34,3 Hussein; Ezzilarab (1994)
Jordania / Beduinos 162 76,0 24,0 Hijazi et al. (1983)
Jordania Regido Oeste / Jordanianos e Palestinos 148 25,0 75,0 Hijazi et al. (1983)

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: LP = Lactase persistente, LNP = Lactase n&o persistente.



143

APENDICE 4 — FREQUENCIAS FENOTIPICAS OBSERVADAS EM
POPULACOES DA ASIA
Pais Localidade / Populacéo N Frequencia (%) Referéncia
LP LNP
india Regido Norte / Indianos 124 72,6 27,4 Tandon; Singh (1981)
india Regido Sul / Indianos 60 334 66,6 Tandon; Singh (1981)
Japéao Hirosaki / Japoneses 102 1,0 99,0 Yoshida et al. (1975)
Paquistao Regido Norte / Baloochi 32 375 62,5 Ahmad; Flatz (1984)
Paquistao Regido Norte / Kashmir 27 29,6 70,4 Ahmad; Flatz (1984)
Paquistao Regido Norte / Punjabi 322 41,0 59,0 Ahmad; Flatz (1984)
Paquistao Regido Norte / Sindhi 33 424 57,6 Ahmad; Flatz (1984)
Paquistdo Regido Sul / Baloochi 4 100,0 0 Rab; Baseer (1976)
Paquistao Regido Sul / Mohajir 15 98,0 0,2 Rab; Baseer (1976)
Paquistao Regido Sul / Pathan 15 933 2 Rab; Baseer (1976)
Paquistao Regido Sul / Punjabi 9 100,0 0 Rab; Baseer (1976)
Paquistao Regido Sul / Sindhi 12 100,0 0 Rab; Baseer (1976)
Russia Oeste da Sibéria / Mansi 81 28,0 72,0 Itan et al. (2010); Kozlov (1998)
Russia Oeste da Sibéria / Nenets 9 22,0 78,0 Itan et al. (2010); Kozlov (1998)
Russia Regido Noroeste / Komi-lzhems 56 38,0 62,0 Itan et al. (2010); Kozlov (1998)
Russia Regido Norte / Khanty 115 29,0 71,0 Itan et al. (2010); Kozlov (1998)
Russia Regido Oeste / Udmurtia 30 60,0 40,0 Itan et al. (2010); Kozlov (1998)
Uzbequistdo Bukhara / Tajiko-Uzbek 100 11,0 89,0 Heyer et al. (2011)
Uzbequistdo Gazli/ Kazakh 83 253 74,7 Heyer et al. (2011)
Sri Lanka / Cingaleses 200 27,5 72,5 Senewiratne; Thambipillai; Perera (1977)

FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: LP = Lactase persistente, LNP = Lactase n&o persistente.
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APENDICE 5 — FREQUENCIAS FENOTIPICAS OBSERVADAS EM
POPULACOES DA AMERICA
Pais Localidade / Populacéo N Frequéncia (%) Referéncia
LP LNP

Chile Araucania / Mapuche 29 10,0 90,0 Fernandez et al. (2016)
Chile Araucania / Temuco 115 30,0 70,0 Fernandez et al. (2016)
Chile Choapa / Mestizos 201 36,0 64,0 Fernandez et al. (2016)
Chile Elqui / Mestizos 13 23,0 77,0 Fernandez et al. (2016)
Chile llha de Pascoa / Rapanui 86 25,0 75,0 Fernandez et al. (2016)
Chile Limari / Mestizos 223 39,0 61,0 Fernandez et al. (2016)
Chile Santiago / Mestizos 116 40,0 60,0 Fernandez et al. (2016)
Equador Amazobnia / Mestizos 48 12,5 87,5 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Costa / Afro-equadorianos 49 12,2 87,8 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Costa / Mestizos 124 22,6 77,4 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Serra / Afro-equadorianos 76 18,4 81,6 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Serra / Amerindios 128 12,5 87,5 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Serra / Mestizos 316 26,9 73,1 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Estados Unidos Alaska / Esquimds 36 16,6 83,3 Ducan; Scott (1972)
Estados Unidos Oklahoma / Amerindios 60 175 82,5 Caskey et al. (1977)
México Jalisco / Cuquio 99 455 54,5 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco / Guadalajara 699 359 64,1 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco / Nahuas 86 2,3 97,7 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco / Villa Purificacion 32 56,3 43,7 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Nayarit / Huicholes 95 0 100,0 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Nayarit / Tepic 182 314 68,6 Ojeda-Granados et al. (2016)

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: LP = Lactase persistente, LNP = Lactase n&o persistente.
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APENDICE 6 — FREQUENCIAS FENOTIPICAS OBSERVADAS EM POPULAQOES DA OCEANIA
Pais Localidade / Populagdo N Frequéncia (%) Referéncia
LP LNP
Australia Regido Oeste / Aborigenes 40 16,0 84,0 Brand et al. (1983)
Ilhas Saloméo 4 1,0 99,0 Bersaglieri et al. (2004); Itan et al. (2010); Storhaug; Fosse; Fadnes (2017)
Papua-Nova Guiné Regido Noroeste / Sepik 35 229 77,1 Arnhold; Perman; Nurse (1981)

FONTE: A autora (2020).
LEGENDA: LP = Lactase persistente, LNP = Lactase nao persistente.
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APENDICE 7-  FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -13910 C>T EM
POPULA(}C)ES DA EUROPA E DE ANCESTRALIDADE
EUROPEIA
Pais Localidade / Populacao N Zgﬂg:?&? Referéncia
Alemanha / Alemées 417 52,0 Biining et al. (2003)
Austria / Austriacos 220 58,0 Bodlaj et al. (2006)
Canada Toronto / Euro-canadenses 720 48,1 Alharbi; EI-Sohemy (2017)
Escoécia / Mulheres britanicas 516 81,9 Davey Smith et al. (2009)
Estados Unidos / Euro-americanos 24 77,2 Bersaglieri et al. (2004)
Estados Unidos / Euro-americanos 128 59,8 Chin et al. (2019)
Estonia Véike-Maarja / Estbnios 355 51,4 Lember et al. (2006)
Franca Regido Sudoeste / Bascos 24 66,7 Bersaglieri et al. (2004)
Finlandia / Finlandeses 1876 58,0 Enattah et al. (2008); Itan et al. (2010)
Finlandia Regido Leste / Finlandeses 77 55,0 Enattah et al. (2008); Itan et al. (2010)
Finlandia Regido Oeste / Finlandeses 308 62,0 Enattah et al. (2008); Itan et al. (2010)
Finlandia e Suécia / Finlandeses e Suecos 180 81,5 Bersaglieri et al. (2004)
Hungria / Hangaros 296 62,2 Itan et al. (2010); Nagy et al. (2009)
Inglaterra Regido Central / Britanicas 684 75,9 Davey Smith et al. (2009)
Inglaterra Regido Norte / Britanicas 1168 75,1 Davey Smith et al. (2009)
Inglaterra Regido Sudeste / Britanicas 947 69,8 Davey Smith et al. (2009)
Nova Zelandia / Neozelandeses 945 69,1 Nolan et al. (2010)
Nova Zelandia / Neozelandeses 1064 72,0 Upton; George (2010)
Reino Unido llhas Orkney / Britanicos 16 68,8 Bersaglieri et al. (2004)
Rep. Tcheca / Ciganos 300 27,0 Hubacek et al. (2017)
Rep. Tcheca / Tchecos 288 76,0 Hubacek et al. (2017)

FONTE: A autora (2020).



147

APENDICE 8-  FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -13910 C>T EM
POPULACOES DA AFRICA
Pais Localidade / Populagéo N Zﬁgﬂg:?&? Referéncia
Argélia Mzab / Mozabite 30 21,7 Bersaglieri et al. (2004)
Argélia Mzab / Mozabite 22 22,7 Ranciaro et al. (2014)
Camardes / Fulani 91 39,0 Ingram et al. (2007)
Camardes / Fulbe 49 11,2 Mulcare et al. (2004)
Camardes / Hausa 18 13,9 Mulcare et al. (2004)
Camardes / Kwanja 70 0 Mulcare et al. (2004)
Camardes / Mambila 122 0,4 Mulcare et al. (2004)
Camarodes / Nos (Nsaw) 126 0 Mulcare et al. (2004)
Camarodes / Yamba 21 0 Mulcare et al. (2004)
Camarodes / Outras populagdes 128 4,3 Mulcare et al. (2004)
Etiopia / Anuak (Anywak) 108 0 Mulcare et al. (2004)
Etiopia / Nuer 119 0 Mulcare et al. (2004)
Etiopia / Outras populag¢des 1 0 Mulcare et al. (2004)
Malawi / Chewa 84 0 Mulcare et al. (2004)
Malawi / Ngoni 14 0 Mulcare et al. (2004)
Malawi / Tumbuka 58 0 Mulcare et al. (2004)
Malawi /Yao 49 0 Mulcare et al. (2004)
Malawi / Outras populag¢des 58 0 Mulcare et al. (2004)
Nigéria / Ibibio 110 0 Mulcare et al. (2004)
Nigéria / Oron 44 0 Mulcare et al. (2004)
Nigéria / Outras populac¢des 22 0 Mulcare et al. (2004)
Saara Ocidental / Saharawi 57 26,0 Enattah et al. (2007)
Saara Ocidental / Saharawi 22 23,0 Enattah et al. (2008)
Senegal / Wolof 69 0 Mulcare et al. (2004)
Senegal / Manjak 93 0 Mulcare et al. (2004)
Senegal / Outras populagbes 19 2,6 Mulcare et al. (2004)
Sudéao / Fulani 44 48,0 Enattah et al. (2008)
Sudéao Regido Norte / Ga'ali 30 0 Mulcare et al. (2004)
Sudéao Regido Norte / Shaigi 11 0 Mulcare et al. (2004)
Sudéao Regido Norte / Outras populacdes 88 0 Mulcare et al. (2004)
Sudéao Regido Sul / Dinka 34 0 Mulcare et al. (2004)
Sudéao Regido Sul / Nuer 13 0 Mulcare et al. (2004)
Sudéao Regido Sul / Outras populacdes 73 0 Mulcare et al. (2004)
Uganda / Musesse 22 0 Mulcare et al. (2004)
Uganda / Outras populagbes 18 0 Mulcare et al. (2004)

FONTE: A autora (2020).
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APENDICE 9—  FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -13910 C>T EM
POPULAGOES DA ASIA E ORIENTE MEDIO

Pais Localidade / Populagéo N Zﬁgﬂgg?&? Referéncia
Arabia Saudita / Sauditas 248 0,4 Enattah et al. (2008)
india / Falantes de linguas austro-asiaticas 331 1,1 Gallego Romero et al. (2012)
india / Falantes de linguas dravidicas 853 7,6 Gallego Romero et al. (2012)
india / Falantes de linguas indo-europeias 896 18,4 Gallego Romero et al. (2012)
india / Falantes de linguas tibeto-birmanesas 120 0,8 Gallego Romero et al. (2012)
india / Populacdes isoladas 60 2,5 Gallego Romero et al. (2012)
india llhas de Andama / Andamaneses 24 15 Gallego Romero et al. (2012)
india Regido Central / Indianos 179 5,6 Gallego Romero et al. (2012)
india Regido Leste / Indianos 310 1,8 Gallego Romero et al. (2012)
india Regido Nordeste / Indianos 139 0,7 Gallego Romero et al. (2012)
india Regido Norte / Indianos 77 19,5 Babu et al. (2010)
india Regido Norte / Indianos 290 15,9 Gallego Romero et al. (2012)
india Regido Oeste / Indianos 468 21,3 Gallego Romero et al. (2012)
india Regido Sul / Indianos 76 6,6 Babu et al. (2010)
india Regido Sul / Indianos 864 8,5 Gallego Romero et al. (2012)
Ird / Iranianos 21 10,0 Enattah et al. (2007)
Ird / Qashqai 10 50 Enattah et al. (2007)
Jordania / Jordanianos 112 54 Enattah et al. (2008)
Paquistdo / Balooch 25 36,0 Bersaglieri et al. (2004)
Paquistdo / Balooch 19 34,0 Enattah et al. (2007)
Paquistdo / Balti 23 0 Enattah et al. (2007)
Paquistdo / Brahui 25 34,0 Bersaglieri et al. (2004)
Paquistao / Brahui 30 27,0 Enattah et al. (2007)
Paquistdo / Burusho 25 10,0 Bersaglieri et al. (2004)
Paquistdo / Burusho 30 2,0 Enattah et al. (2007)
Paquistdo / Hazara 25 8,0 Bersaglieri et al. (2004)
Paquistdo / Hazara 14 4,0 Enattah et al. (2007)
Paquistdo / Kalash 25 0 Bersaglieri et al. (2004)
Paquistdo / Kalash 30 0 Enattah et al. (2007)
Paquistdo / Kashmiri 20 12,0 Enattah et al. (2007)
Paquistdo / Makrani 25 34,0 Bersaglieri et al. (2004)
Paquistdo / Makrani 29 17,0 Enattah et al. (2007)
Paquistao / Mohannes 29 28,0 Enattah et al. (2007)
Paquistao / Parsi 29 14,0 Enattah et al. (2007)
Paquistéo / Pathan 25 30,0 Bersaglieri et al. (2004)
Paquistdo / Pathan 28 30,0 Enattah et al. (2007)
Paquistdo / Sindhi 25 32,0 Bersaglieri et al. (2004)
Paquistdo / Sindhi 28 41,0 Enattah et al. (2007)
Russia Republica de Komi / Komis 10 15,0 Enattah et al. (2007)
Russia Republica de Mordovia / Erzas 30 27,0 Enattah et al. (2007)
Russia Republica de Mordovia / Mokshas 30 28,0 Enattah et al. (2007)
Russia Republica de Udmdurtia / Udmurtes 30 33,0 Enattah et al. (2007)

FONTE: A autora (2020).
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APENDICE 10— FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -13910 C>T EM
POPULACOES DA AMERICA E OCEANIA

Pais Localidade / Populagdo N Zﬁgﬂg:?&? Referéncia
Chile Araucania / Mapuche 29 50 Fernandez; Flores (2014)
Chile Araucania / Mestizos 115 12,5 Fernandez; Flores (2014)
Equador Amazbnia / Mestizos 48 7,3 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Costa / Afro-equadorianos 49 6,1 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Costa / Mestizos 124 12,5 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Serra / Afro-equadorianos 76 10,5 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Serra / Amerindios 128 7,4 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Equador Serra / Mestizos 316 15,2 Paz-Y-Mifo et al. (2016)
México Jalisco / Cuquio 99 26,8 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco / Guadalajara 699 20,0 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco / Nahuas 86 1,2 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Jalisco / Villa Purificacién 32 32,8 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Nayarit / Huicholes 95 0 Ojeda-Granados et al. (2016)
México Nayarit / Tepic 182 15,7 Ojeda-Granados et al. (2016)
Papua-Nova Guiné  Bougainville / Melanésios 44 0 Bersaglieri et al. (2004)
Papua-Nova Guiné / Papuas 34 0 Bersaglieri et al. (2004)

FONTE: A autora (2020).
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APENDICE 11 - FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -13907 C>G
Pais Localidade / Populagéo ';rleéﬂg:?;')? Referéncia
Arabia Saudita / Sauditas 248 0,8 Enattah et al. (2008)
Arabia Saudita Regido do Nilo / Sauditas 7 2,2 Priehodova et al. (2014)
Etidpia | Afar 10 20,0 Ingram et al. (2007)
Etidpia | Afar 72 25,0 Jones et al. (2015)
Etidpia | Afar 37 29,7 Ingram et al. (2009b)
Etidpia / Amhara 19 53 Ingram et al. (2007)
Etiopia / Amhara 71 5,6 Jones et al. (2015)
Etidpia / Beta Israel 18 8,3 Ranciaro et al. (2014)
Etidpia / Maale 61 1,6 Jones et al. (2015)
Etiopia / Manjo 30 1,8 Jones et al. (2015)
Etidpia / Oromo 74 6,8 Jones et al. (2015)
Etidpia / Somali 9 5,6 Ingram et al. (2007)
Etidpia / Tigre 44 19,3 Jones et al. (2013)
Etiopia / Wolayita 26 7.8 Jones et al. (2013)
[émen Al Hudaydah / lemenitas 78 15 Priehodova et al. (2014)
[émen Hadramaut / lemenitas 83 15 Liebert et al. (2017)
Quénia / Borana 17 11,8 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Gabra 41 8,5 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Garreh 19 7,9 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / llchamus Maasai 10 5,0 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Mumonyot Maasai 7 7,1 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Orma 24 2,1 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Rendille 12 4,2 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Samburu 9 6,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Wata 22 2,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Yaaku 14 3,6 Ranciaro et al. (2014)
Sudao / Beja Beni Amer 82 6,1 Ingram et al. (2007)
Sudao / Beja Beni Amer 77 13,0 Jones et al. (2015)
Sudao / Dounglawi 6 8,3 Ingram et al. (2007)
Sudao / Beja Beni Amer 6 25,0 Ranciaro et al. (2014)
Sudao / Beja Hadandawa 11 18,2 Ranciaro et al. (2014)
Sudéao / Fulani 39 1,3 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao / Jaali 88 0 Ingram et al. (2007)
Sudéao / Jaali 64 8,0 Jones et al. (2015)
Sudéao / Shaigi 9 0 Ingram et al. (2007)
Sudéao Karima / Shwaiga 38 2,6 Hassan et al. (2016)
Sudéao Kerma / Mahas 39 1,3 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao New Halfa / Shokrya 37 25 Hassan et al. (2016)
Sudao Regido Norte / Jaali 20 50 Enattah et al. (2008)
Sudéao Sinkat / Beja Beni Amer 37 14,9 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao Wadi Halfa / Halfawien 39 1,3 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)

FONTE: A autora (2020).
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APENDICE 12 - FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -13915 T>G

Pais Localidade / Populagéo N ZZEEZQ‘%? Referéncia
Arabia Saudita / Beduinos 46 48,9 Ingram et al. (2007)
Arabia Saudita Regido Central / Sauditas 90 60,6 Imtiaz et al. (2007)
Arabia Saudita Regido Leste / Sauditas 82 61,6 Imtiaz et al. (2007)
Arabia Saudita Regido Norte / Sauditas 86 64,5 Imtiaz et al. (2007)
Arabia Saudita Regido Oeste / Sauditas 92 57,6 Imtiaz et al. (2007)
Arabia Saudita Regido Sul / Sauditas 82 52,4 Imtiaz et al. (2007)
Camardes / Baggara 31 3,2 Ranciaro et al. (2014)
Camardes / Shuwa 16 6,3 Ingram et al. (2007)
Camardes / Shuwa 51 59 Jones et al. (2015)
Chade Regido de Mao / Baggara 27 46,3 Priehodové et al. (2014)
Egito El Hayz / Arabes 34 1,5 Priehodové et al. (2014)
Equador / Mestizos 488 0,5 Paz-Y-Mifio et al. (2016)
Etiopia | Afar 10 15,0 Ingram et al. (2007)
Etiopia | Afar 72 18,8 Jones et al. (2015)
Etiopia / Amhara 19 13,2 Ingram et al. (2007)
Etiopia / Amhara 71 4,2 Jones et al. (2015)
Etiopia / Beta Israel 18 2,8 Ranciaro et al. (2014)
Etiopia / Maale 61 4,1 Jones et al. (2015)
Etiopia / Oromo 74 7,4 Jones et al. (2015)
Etiopia / Somali 9 5,6 Ingram et al. (2007)
Iémen / lemenitas Judaicos 23 15,2 Ranciaro et al. (2014)
Iémen Al Hudaydah / lemenitas 43 65,1 Priehodova et al. (2014)
Iémen Hadramaut / lemenitas 40 26,3 Priehodova et al. (2014)
Iémen Ilha de Soqotra / lemenitas 65 58,5 Priehodova et al. (2014)
Iémen Regido de Hajja / lemenitas 34 61,8 Priehodova et al. (2014)
Iémen Regido de Hudeida / lemenitas 66 59,1 Priehodova et al. (2014)
india Regido Sul / Indianos 864 0,8 Gallego Romero et al. (2012)
Jordania / Beduinos 23 39,1 Ingram et al. (2007)
Kuwait Al Ahmadi / Ajman 37 57,0 Hill; Mohammad; Kivisild (2013)
Kuwait Al Farwaniyah / Mutran 29 55,0 Hill; Mohammad; Kivisild (2013)
Mali Koro / Fulani 162 0,6 Lokki et al. (2011)
Nigéria Regido de Ngala / Shuwa 53 6,6 Priehodové et al. (2014)
Oméa / Omanis de origem asiatica 96 0 Al-Abri et al. (2012)
Oméa / lemenitas 239 54,8 Al-Abri et al. (2012)
oma Regido Norte / Arabes 342 13,6 Al-Abri et al. (2012)
oma Regido Sul / Arabes Dhofari 210 27,6 Al-Abri et al. (2012)
Palestina / Beduinos 19 13,2 Ingram et al. (2007)
Palestina / Drusos 14 10,7 Ingram et al. (2007)
Palestina / Palestinos 22 4,5 Ranciaro et al. (2014)
Palestina Regi&o Urbana / Arabes 81 4,9 Ingram et al. (2007)
Quénia / Borana 17 8,8 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Burji 8 6,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / El Molo 16 31 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Gabra 41 19,5 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Garreh 19 15,8 Ranciaro et al. (2014)
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Pais Localidade / Populacéao I;rleéﬂg:rzt%? Referéncia
Quénia / Konso 6 8,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Marakwet 7 7,1 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Orma 24 12,5 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Pokot 14 3,6 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Rendille 12 8,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Sabaot 6 8,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Samburu 8 5,6 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Sanye 14 7,1 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Wata 22 15,9 Ranciaro et al. (2014)
Sudéo / Beja Beni Amer 82 24,4 Ingram et al. (2007)
Sudéo / Beja Beni Amer 77 24,0 Jones et al. (2015)
Sudéo / Beja Beni Amer 6 16,7 Ranciaro et al. (2014)
Sudao / Beja Hadandawa 11 18,2 Ranciaro et al. (2014)
Sudéao /[ Jaali 64 15,6 Jones et al. (2015)
Sudéao / Shaigi 9 5,6 Ingram et al. (2007)
Sudéao El-Fashir / Darfurians 49 1,0 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao Kadugli / Nuba 40 3,5 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao Karima / Shwaiga 38 13,2 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao Kerma / Mahas 39 3,8 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao New Halfa / Shokrya 40 30,0 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao Regido do Nilo / Arabes 46 7,6 Priehodova et al. (2014)
Sudéao Regido Leste / Rashaayda 52 76,9 Priehodova et al. (2014)
Sudéao Shendi / Gaali 40 11,5 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéao Sinkat / Beja Beni Amer 37 33,7 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)
Sudéo Wadi Halfa / Halfawien 39 11,5 Hassan et al. (2016); Liebert et al. (2017)

FONTE: A autora (2020).
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APENDICE 13- FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -14009 T>G

Pais Localidade / Populagéo N ';rleéﬂg:?;')? Referéncia
Camardes / Baggara 31 1,6 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Chade / Abbala 27 3,7 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Chade Regido de Mao / Baggara 27 3,7 Priehodova et al. (2014)
Egito El Hayz / Arabes 34 59 Priehodova et al. (2014)
Etidpia | Afar 37 1,3 Ingram et al. (2009b)
Etidpia | Afar 72 0,7 Jones et al. (2015)
Etiopia / Amhara 71 2,6 Jones et al. (2015)
Etiopia / Maale 61 57 Jones et al. (2015)
Etiopia / Manjo 30 3,3 Jones et al. (2015)
Etidpia / Oromo 74 3,4 Jones et al. (2015)
Etidpia / Somali 37 1,3 Ingram et al. (2009b)
[émen Al-Akhkum / lemenitas 43 1,2 Priehodova et al. (2014)
[émen / lemenitas Judaicos 23 1,0 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Israel / Arabes ndo-Beduinos 80 0,6 Ingram et al. (2009b)
Kuwait / Kuwaitianos 33 15 Liebert et al. (2017)
Libano / Libaneses 24 1,0 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Nigéria Regido de Ngala / Shuwa 53 0,9 Priehodové et al. (2014)
Oma / Omanis de origem asiatica 96 15 Al-Abri et al. (2012)
Palestinos / Palestinos 22 1,0 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Paquistdo /Hazara 12 1,0 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Paquistdo /Kalash 16 1,0 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Sudao / Beja Beni Amer 81 10,5 Ingram et al. (2009b)
Sudao / Beja Beni Amer 77 11,7 Jones et al. (2015)
Sudao / Beja Beni Amer 6 23,5 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Sudao / Beja Hadandawa 11 23,5 Liebert et al. (2017); Ranciaro et al. (2014)
Sudao /[ Jaali 86 6,4 Ingram et al. (2009b)
Sudao / Jaali 64 7,0 Jones et al. (2015)
Sudao / Shaigi 9 16,7 Ingram et al. (2009b); Liebert et al. (2017)
Sudao Regido do Nilo / Arabes 46 13,0 Priehodova et al. (2014)

FONTE: A autora (2020).
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APENDICE 14 - FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -14010 G>C

Pais Localidade / Populagéo N ZZEEZQ‘%? Referéncia
Africa do Sul /!Xhosa 21 14,3 Ranciaro et al. (2014)
Africa do Sul /!Xun 11 4,5 Ranciaro et al. (2014)
Africa do Sul Askham / # Khomani 20 5,0 Breton et al. (2014)
Africa do Sul Askham / Populacdo miscigenada 20 22,5 Breton et al. (2014)
Africa do Sul Colesberg / Karretjie 20 10,0 Breton et al. (2014)
Africa do Sul Colesberg / Popula¢do miscigenada 20 2,5 Breton et al. (2014)
Africa do Sul Regido Sudeste / Falantes Bantu 41 7,3 Breton et al. (2014)
Africa do Sul Wellington / Populagéo miscigenada 20 10,0 Breton et al. (2014)
Angola / IXun 36 1.4 Pinto et al. (2016)
Angola / Himba 69 8,7 Pinto et al. (2016)
Angola / Kuvale 54 6,0 Coelho et al. (2009); Liebert et al. (2017)
Angola / Kuvale 81 3,7 Pinto et al. (2016)
Angola / Kwepe 34 4.4 Pinto et al. (2016)
Angola / Kwisi 20 17,5 Pinto et al. (2016)
Angola / Nyaneka-Nkhumbi 153 3,0 Coelho et al. (2009); Liebert et al. (2017)
Angola / Ovimbundu 96 1,0 Coelho et al. (2009); Liebert et al. (2017)
Angola / Tjimba 15 23,3 Pinto et al. (2016)
Angola / Twa 18 194 Pinto et al. (2016)
Angola Menogue / 'Xun 20 5,0 Breton et al. (2014)
Botsuana / I1ANi 11 91 Macholdt et al. (2014)
Botsuana / Glui 17 8,8 Macholdt et al. (2014)
Botsuana / Gllana 10 20,0 Macholdt et al. (2014)
Botsuana / Naro 19 53 Macholdt et al. (2014)
Botsuana / Shua 27 7,4 Macholdt et al. (2014)
Botsuana / Tshwa 15 16,7 Macholdt et al. (2014)
Botsuana / Tswana 18 2,8 Macholdt et al. (2014)
Botsuana Regido Leste / Taa 11 4,5 Macholdt et al. (2014)
Botsuana Regido Norte / Ju['hoan 21 2,4 Macholdt et al. (2014)
Botsuana Regido Sul / Ju|'hoan 26 5,8 Macholdt et al. (2014)
Botsuana Regido Oeste / Taa 20 25 Macholdt et al. (2014)
[émen Al-Akhkum / lemenitas 43 1,2 Priehodové et al. (2014)
[émen Hadramaut / lemenitas 83 0,6 Liebert et al. (2017)
[émen Hodeida / lemenitas 66 0,8 Priehodové et al. (2014)
Mogambique / Shangaan 23 2,2 Pinto et al. (2016)
Namibia / Xun 19 53 Macholdt et al. (2014)
Namibia / IXo 19 7.9 Macholdt et al. (2014)
Namibia / Damara 34 4,4 Macholdt et al. (2014)
Namibia / Haillom 40 8,8 Macholdt et al. (2014)
Namibia / Herero 21 7,1 Macholdt et al. (2014)
Namibia / Himba 16 12,5 Macholdt et al. (2014)
Namibia / Nama 25 36,0 Macholdt et al. (2014)
Namibia Tsumkwe / Ju/’hoansi 20 2,5 Breton et al. (2014)
Namibia Windhoek / Nama 22 20,5 Breton et al. (2014)
Quénia / Boni 24 20,8 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Borana 17 8,8 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Burji 8 6,3 Ranciaro et al. (2014)
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Frequéncia

Pais Localidade / Populacéao alélica (%) Referéncia
Quénia / El Molo 16 21,9 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Gabra 41 49 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / I'gwesi Maasai 11 68,2 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / llchamus Maasai 10 55,0 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Keyo 2 50,0 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Kikuyu 7 50,0 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Konso 6 8,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Luo 22 4,5 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Marakwet 7 35,7 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Mumonyot Maasai 7 50,0 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Nandi 4 25,0 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Ogiek 11 36,4 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Orma 24 22,9 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Pare 18 19,4 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Pokot 14 28,6 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Purko Maasai 1 100,0 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Rendille 12 8,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Sabaot 6 16,7 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Samburu 9 27,8 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Sanye 14 3,6 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Sengwer 16 6,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Taita 10 10,0 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Tugen 15 23,3 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Turkana 13 19,1 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Wata 22 15,9 Ranciaro et al. (2014)
Quénia / Yaaku 14 53,6 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Akie 14 21,4 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Burunge 17 38,2 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Datoga 4 62,5 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Dorobo 10 40,0 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia [ lraqw 26 51,9 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Fiome 10 55,0 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Maasai 19 447 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Mbugu 29 31,0 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Mbugwe 12 29,2 Ranciaro et al. (2014)
Tanzénia / Pare 10 10,0 Ranciaro et al. (2014)
Tanzéania / Rangi 35 30,0 Ranciaro et al. (2014)
Tanzéania / Sandawe 31 14,5 Ranciaro et al. (2014)
Zambia / Nkoya 16 31 Macholdt et al. (2014)

FONTE: A autora (2020).
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APENDICE 15— FREQUENCIAS ALELICAS DO SNP -14011 C>T

Pais Localidade / Populacédo N ZZEEZQ‘%? Referéncia
- Africa Ocidental 26 1,9 Ranciaro et al. (2014)
Botsuana / Kgalagadi 20 2,5 Macholdt et al. (2014)
Etidpia | Etiopes de origem néo identificada 89 0,6 Jones et al. (2013)
Etidpia / Falantes de linguas cushiticas 47 1,1 Jones et al. (2013)
india Regido Norte / Indianos 463 0,8 Gallego Romero et al. (2012)
india Regido Oeste / Indianos 291 2,1 Gallego Romero et al. (2012)
oma Regido Norte / Arabes 342 1,0 Al-Abri et al. (2012)

FONTE: A autora (2020).



ANEXO 1 - PARAMETROS DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

D,y = (mAB — TATTB).

"2 . (Duh)2

AT, TR
,
(Dgap)”
|ID'| = — for D, < 0;
MIN(IT ATy, TLTTR)
2
(Dap)”
|D'| = for D, > 0.

MIN(TTATTR, T47Th)

FONTE: FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER 1V, 2003.
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LEGENDA: A e a = Alelos localizados no locus 1; B e b = Alelos localizados no locus 2; mAB, mAb, maB

e mmab = Frequéncias haplotipicas; A, ma, mB, e b = Frequéncias alélicas.



