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Resumo

Introducédo: A intoleréncia a lactose tem sido considerada, por muitos
anos, como um problema mundial em muitas criangas e adultos. Objetivos:
investigar a prevaléncia do polimorfismo -13910 C/T, em um rastreamento
neonatal, para o diagnostico precoce da tolerancia/intolerancia a lactose.
Material e Métodos: Estudo de casos em corte transversal em 310 neonatos
brasileiros. O DNA foi extraido de leucécitos de sangue de corddo umbilical e
primers especificos foram usados para amplificar a regido do gene MCM6 que
abrange o polimorfismo -13910 C/T, usando as técnicas da Rea¢do em Cadeia
da Polimerase e do Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restrigdo.
Resultados: Foram avaliados 160 (52%) recém-nascidos do género masculino
e 150 (48%) do género feminino. Destes, 191 recém-nascidos (62%)
apresentaram o genotipo CC (intolerantes a lactose), 95 (31%) o gendtipo CT e
24 (7%) o gendtipo TT, perfazendo um total de 119 (38%) neonatos tolerantes
a lactose. A distribuicdo do género dos recém-nascidos em relacdo aos
fenotipos determinou 97 (32%) do género masculino e 94 (30%) do feminino
intolerantes a lactose, e 63 (20%) recém-nascidos do género masculino e 56
(18%) do feminino tolerantes a lactose ndo sendo, essa distribuicéo,
estatisticamente significante (p=0,801). Conclusdo: A andlise molecular
permitiu identificar a presencga ou auséncia da variante persisténcia da lactase
em neonatos brasileiros. O diagnostico molecular pode otimizar o seguimento

dos resultados positivos no rastreamento neonatal para a intoleréncia a lactose.

Palavras-Chave: 1. Andlise Molecular; 2. Gene MCM6; 3. Lactase;
4. Ma absorcdo da Lactose; 5. Hipolactasia,;

6. Polimorfismo.
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Abstract

Introduction: Lactose intolerance has been, for many years, considered
as a worldwide problem in many children and adults. Objective: The aim is to
investigate the prevalence of polymorphism -13910C/T, in a neonatal tracking,
for early diagnosis of lactose tolerance/intolerance. Material and Methods: A
cross-sectional case study of 310 Brazilian newborns. DNA was extracted from
leukocyte umbilical cord and specific primers were used to amplify the region
that encloses the -13910C/T polymorphism of the MCM6 gene, using the
polymerase chain reaction and the restriction fragment length polymorphism
tests. Results: One hundred and sixty (52%) male newborns and 150 (48%)
female were evaluated. From these, 191 (62%) presented CC genotype
(lactose intolerant), 95 (31%) CT genotype, and 24 (7%) TT genotype,
comprising a total of 119 (38%) lactose tolerant newborns. According the
newborns” gender distribution in relation to the phenotypes has been found 97
(32%) of male gender and 94 (30%) of female gender lactose intolerant, and 63
(20%) male and 56 (18%) female lactose tolerant newborns, not being such
distribution statistically significant (p = 0.801). Conclusions: The molecular
analysis made possible the identification of the presence or absence of lactase
persistence variant in Brazilian newborns. The neonatal molecular diagnosis
can optimize the follow-up of positive results in newborn screening for lactose

intolerance.

Key-Words: 1. Molecular Analysis; 2. MCM6 Gene; 3. Lactase; 4. Lactose

Malabsorption; 5. Hypolactasy; 6. Polymorphism.
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1. INTRODUCAO

O fato histérico de que muitos individuos do sul Europeu ficaram doentes
apo6s ingestdo de leite foi primeiramente descrito por Hipocrates, h4 cerca de
400 anos a.C., mas somente 2000 anos depois é que se descobriu que aqueles
sintomas eram causados unicamente por uma intolerdncia bioquimica ao
actcar do leite.™? A intolerancia & lactose foi identificada no inicio do século
XX,(3'4) entretanto, somente a partir de 1960 € que suas bases bioquimicas e
distribuicao étnica foram propriamente definidas.*®

A intolerancia ao leite pode ser atribuida a presencga do acucar do leite, a
lactose. Os sintomas da intolerancia a lactose séo relativamente comuns em
criangas mais velhas e adolescentes; entretanto, lesdes intestinais associadas
sdo frequentes. A intolerancia a lactose é uma entidade distinta da alergia a
proteina do leite de vaca, a qual envolve o sistema imune e causa graus
variados de lesBes na mucosa intestinal. A alergia a proteina do leite de vaca
ocorre em 2% a 5% de criangas dentro dos primeiros trés meses de vida
resolvendo-se, tipicamente, até um ano de idade.®®

A domesticagdo dos animais, a agricultura e a fabricacdo de queijos
tiveram inicio h4 cerca de 10.000 anos por relatos que comerciantes arabes
carregavam bolsas feitas de estdmago de carneiro cheias de leite. O calor do
sol, junto com a liberagdo da quimosina do estdbmago (enzima encontrada no
compartimento estomacal de ruminantes jovens que catalisa a coagulagéo do
leite, sendo utilizada no preparo de queijos e derivados), fez com que houvesse

a separacdo do leite em uma parte solida (coalho) e em uma parte liquida
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(soro). Essa prética originou-se das grandes civilizag6es da Babil6nia e Assiria,
da Mesopotamia, hd 6000-8000 anos. O uso do leite comec¢ou, provavelmente,
com a criacdo de camelos e cabras sendo seguido pelo uso do leite de ovelhas
e vacas cerca de 1000 a 2000 anos mais tarde. Dados arqueoldgicos de potes
e outros artefatos juntos com escritas antigas, selos e desenhos registram a
origem da ingestdo de leite ainda mais recente, na Mesopotamia e Egito ha
5000 anos e na Africa ha 7500 anos.®

O leite tem sido utilizado como fonte alimentar pelo homem desde a
Antiguidade. Porém, nos tempos modernos € que sSeu consumo vem
aumentando, como tem ocorrido com o queijo, seu mais importante derivado.
No entanto, a conservagdo do produto era a principal dificuldade encontrada
para a ampliagdo do consumo. O leite condensado foi, entdo, um dos primeiros
tratamentos utilizados para a maior conservagdo seguido, mais tarde, pela
pasteurizagdo. Foi no século XIX que o leite fresco, antes considerado
alimento exclusivo de criangas, comecou a ser difundido como um alimento
para adultos, gracas as campanhas sobre os seus beneficios. Porém, somente
na primeira metade do século XX, com a descoberta da importancia das
vitaminas para a saude e da adi¢do de vitamina D ao leite, € que as industrias
de laticinios modificaram a imagem do leite: de alimento para criangas, tornou-
se o0 “alimento perfeito” para todas as idades. Os programas de orientagao
nutricional e as industrias de alimentos tém estimulado o aumento do consumo
de leite per capita em todas as partes do mundo. Entretanto, a maioria das
populagbes humanas, inclusive a brasileira, € composta por pessoas que

manifestam perda progressiva da capacidade de absorcdo do agucar do leite,
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a lactose, ap6s o desmame. Em consequéncia, tais pessoas apresentam

sintomas digestivos de gravidade variavel ap6s a ingestéo de leite.™”

1.1. Lactose

A lactose (beta-galactosil-1-4-glicose) € um dissacarideo (beta-
galactosideo) composto de glicose e de galactose (Figura 1).*? A Gnica fonte
natural desse carboidrato é o leite de mamiferos que possuem placenta. E a
primeira fonte de hidrato de carbono para os bebés de mamiferos sendo, no
primeiro ano de vida, o aglcar mais importante para o desenvolvimento do

lactente. 012

Figura 1. Esquema modificado da estrutura quimica da molécula da lactose.™

A lactose é sintetizada nas células epiteliais das glandulas mamarias
mediante uma reacao que depende de duas proteinas, a alfa-lactalbumina e a
enzima N-acetil-galactosil-transferase. Sua concentracdo no leite varia

segundo a espécie, sendo cerca de 7% no leite humano e cerca de 5% no leite
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de vaca (Tabela 1).%% O contetido de lactose no leite nas varias espécies é
proporcional a atividade da alfa-lactalbumina, tendo sido verificado que os
mamiferos que ndo possuem essa proteina também ndo produzem lactose, o
que raramente acontece, por exemplo, em leGes marinhos e em morsas do

Oceano Pacifico.?

Tabela 1. Concentragdo, em porcentagem, de lactose no leite de

mamiferos.®?

Produto Lacteo de Mamiferos Lactose (%)

Leite humano 7,0
Leite de égua 6,4
Leite de ovelha 55
Leite de bufala 5,5
Leite de cabra 52
Leite de vaca 50
Colostro humano 4,6

Leite de camela 1,3-3,3

A concentracdo de lactose varia de acordo com o produto lacteo sendo
que, aqueles que possuem pouca lactose sdo os que foram submetidos a
fermentac&o por bactérias ou por fungos (Tabela 2).%**? No iogurte, 70% da
lactose é fermentada em um dia e 90% em dois dias, isto €, quanto mais velho,
menos lactose e também mais acido. No caso dos queijos, a fermentacdo da
lactose por microorganismos produz 4cidos, o que favorece a coagulacdo da

proteina do leite, a caseina. Também os queijos, quanto mais velhos e duros,
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menor a concentragdo de lactose. No caso da manteiga, 0 maior componente
€ a gordura do leite e também certa quantidade de proteina. Na sua produg&o
ela é batida até formar um creme, que é lavado, momento em que a lactose é
eliminada. Por outro lado, a fervura e a pasteurizagdo néo alteram o contetdo

de lactose do leite.#%*?



7
Introducéo

Tabela 2. Concentragdo, em porcentagem, de lactose em alguns alimentos

lacteos e manufaturados.?®1%1?
Alimentos Tipo Lactose (%)
Leite Em p6 semidesnatado (sem diluicao) 52
Em p6 desnatado (sem dilui¢cdo) 35-48
Em po integral (sem diluicao) 36-38
Condensado 13-15
Soro do leite de vaca 5-5,8
De vaca desnatado 52
Com reducéo de lactose 1,0
Fermentado 0,2
Coalho/Nata/Manteiga Coalhada industrializada ou siria 4.3
Coalhada caseira 31
Nata fresca hipogordurosa 3,0
Nata fresca 2,1
Manteiga <04
Nata do leite 0,1
Queijo Cheddar cremoso hipogorduroso 7,3
Processado fatiado 50
Cheddar cremoso 4.4
Ricota desnatada 4,2
Ricota 4.0
Cotage hipogorduroso 3,3
Cotage 3,1
Minas fresco 1,9
Requeijdo mole 1,8
Coalho do Nordeste 1,7
Requeijdo 1,6
Manteiga do Nordeste 1,3
Minas meia cura 1,1
Feta 1,4
Minas curado 0,3
Mozzarella 0,13
Brie/Camembert/Cheddar 0,1
Estepe 0,09
Gouda 0,07
Prato 0,03
Parmeséo 0,0
Requeijdo Catupiry® 0,0
logurte Natural 3,7-4,7
Com mel 3,1-4,7
Desnatado 2,5-4,2
De fruta 4
Liquido 4
Integral 2-3
Yakult® 0,7-1,3
Sorvete/Mousse Sorvetes que contém leite 3,2-8,4
Milk shake 45
Mousse de chocolate 3,8
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1.2. Lactase

A enzima intestinal hidrolase lactase-florizina (LPH - lactase-phlorizin
hidrolase), codificada pelo gene lactase (LCT/LPH, OMIM — 603202), tem duas
atividades enzimaticas: uma, a lactase beta-galactosidasica, a qual €
responsavel pela hidrélise do dissacarideo lactose em monossacarideos
glicose e galactose para serem absorvidos pelo epitélio do intestino delgado
(Figura 2)* e outra, a atividade hidrolitica geral beta-glicosidasica para
celobiose, celotriose e hidrolase-florizina para hidrélise de glicosil-ceramidas,
dissacarideos encontrados em raizes e cascas de plantas e em algumas

algas.®**®

Galactose

Figura 2. Esquema modificado da hidrélise da lactose em monossacarideos

pela enzima lactase.™
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A atividade da enzima é expressa somente no intestino delgado e esta
restrita aos enterdcitos absortivos das vilosidades intestinais com altos niveis
de expressdo no jejuno e reduzida atividade no duodeno e fleo distal®®”

(Figura 3).®

1}
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Figura 3. Esquema modificado da absorgéo da lactose. A lactase, presente

nas microvilosidades intestinais, hidrolisa a lactose em galactose
(Gal) e glicose (Glu), sendo ambas absorvidas com a agua, para a
circulacdo sanguinea do limen intestinal. A hidrdlise tipicamente
ocorre no jejuno, o qual tem baixa concentracdo bacteriana

(10**ml'Y); assim, pouca glicose sofre fermentac&o.®

Uma das caracteristicas mais interessantes da lactase € a correlagédo
entre sua atividade e o desenvolvimento intestinal. Na espécie humana, ela ja
esti presente no terceiro més de vida intra-uterina e sua atividade atinge o

maximo no periodo perinatal. A partir do desmame ocorre uma diminui¢cao
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fisioldgica, sendo que o adulto possui atividade da lactase 10 a 20 vezes

menor que a do recém-nascido.®**®

1.3. Definicdes

Os termos deficiéncia de dissacaridase (lactase), ma absorcdo de
dissacarideo (lactose) e intolerdncia ao dissacarideo sao utilizados
erroneamente como sindnimos. A sinonimia entre deficiéncia de lactase e ma
absorcéo de lactose existia porque o diagnoéstico da deficiéncia de lactase é
feito, comumente, por teste de sobrecarga com lactose e n&o diretamente, por
determinagcdo da atividade da enzima na mucosa intestinal. O termo
intolerancia a lactose era, com frequéncia, utilizado com o mesmo sentido de
ma absorcéo de lactose e de deficiéncia de lactase, porque individuos com mé
absorgéo de lactose geralmente apresentam sinais e sintomas apdés a ingestao
desse aguUcar. Mas, como nem sempre ha correlagdo entre essas situacoes, €
necessaria uma maior precisdo para o uso desses termos aqui relacionados. A
ndo utilizagdo dessas definicdes, de modo preciso, pode levar a confusdes
assim como a pontos de vista diferentes em relacdo aos significados clinico e
epidemiolégico das mesmas:??

- M4 absorcéo do dissacarideo lactose: é a alteracdo fisiopatologica
que se manifesta como intolerancia a lactose e € atribuida ao desequilibrio

entre a quantidade de lactose ingerida e a capacidade da lactase em hidrolisar

o dissacarideo. E a expressio clinica e laboratorial da deficiéncia enzimatica.
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- Intolerancia ao dissacarideo lactose: é definida como a sindrome
clinica provocada pela ingestdo do mesmo ocorrendo um ou mais dos
seguintes sintomas: dor abdominal, diarreia, nauseas, flatuléncia apos a
ingestdo de lactose ou alimentos contendo lactose. A quantidade de lactose
que causara os sintomas varia de individuo para individuo, dependendo da
quantidade consumida, do grau de deficiéncia de lactase e da composi¢céo
lactea do alimento. Assim, os termos intolerancia ao leite e a lactose devem
ser usados somente para indicar os sinais e sintomas gastrintestinais apds a
ingestéo de, respectivamente, leite e lactose.

- Deficiéncia da dissacaridase lactase: é a diminuicdo ou auséncia da
enzima na membrana do enterécito e o termo deve ser usado somente quando
a atividade enzimatica esta diminuida. Geralmente causa a ma absor¢cdo do
dissacarideo correspondente e, por conseguinte, os sintomas de intolerancia a
esse dissacarideo. No caso da lactase, os termos hipolactasia e alactasia
significam, respectivamente, deficiéncia e auséncia de lactase. A deficiéncia da
dissacaridase lactase pode ser priméria ou secundaria:

a) Deficiéncia priméria de lactase:

A mé absor¢do de lactose consiste da deficiéncia relativa ou absoluta da
atividade da lactase, com mucosa intestinal normal e valores normais das
outras enzimas intestinais. Apresenta-se sob trés formas: deficiéncia fisiologica
(neonatal), congénita e adquirida:

a;) deficiéncia fisiolégica (neonatal) ou transitéria de lactase:

acomete alguns recém-nascidos, principalmente prematuros menores que 34
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semanas de gestacao, devido a imaturidade do trato gastrintestinal e que se
normaliza ao redor da oitava semana de vida.™®

a,) deficiéncia priméaria congénita da lactase: é uma rara condicdo de
carater autossdmico recessivo, na qual hd auséncia total de lactase desde o
nascimento.®”? Foi relatada somente em algumas poucas criangas que
apresentaram diarreia intratdvel imediatamente ap6s a introducdo de leite
humano ou artificial contendo lactose.®**? O padréo histolégico é normal na
biopsia intestinal, mas ocorre uma concentracdo de lactase baixa ou
completamente ausente. A menos que o0s sinais sejam reconhecidos
rapidamente, a evolucao € fatal devido as perdas hidricas e eletroliticas. O

z

tratamento é a simples remocdo e substituicdo da lactose da dieta, com
féormulas isentas do dissacarideo.®?%

as) deficiéncia priméria adquirida da lactase: também chamada de ma
absorgéo ontogenética (especificada pelo genoma) de lactose, de ma absor¢éo
de lactose do adulto, hipolactasia tipo adulto, ndo persisténcia de lactase ou
deficiéncia hereditéria de lactase. Foi descrita em 1962,%® sendo caracterizada
pela atividade méxima da lactase ao nascimento com diminuicdo durante a
infancia e adolescéncia, permanecendo muito baixa, cerca de 5 a 10% em
relagdo ao nascimento, durante a vida adulta. Ndo € condigcdo andmala, mas
sim o estado fenotipico normal dos mamiferos que mostram declinio
exponencial dessa atividade apds o desmame. A maioria dos portadores
possui a forma tardia da doenca, que ocorre ap0s 0s primeiros quatro a cinco

anos de vida, mas apenas 10% a 15% apresentam os sintomas.®%'®



13
Introducéo

as1) Epidemiologia

Aproximadamente, 70% da populacdo mundial tem deficiéncia priméria
adquirida da lactase. A porcentagem varia de acordo com a etnia e esté
relacionada ao uso de produtos lacteos na dieta, resultando na selegéo
genética de individuos com a capacidade para digerir a lactose. Em populagdes
com predominéancia de alimentos lacteos na dieta devido a tradicdo pastoril,
particularmente no norte Europeu, somente 2% da populagéo tem deficiéncia
primaria da lactase. Em contraste, de acordo com estudos antropoldgicos, 0s
povos com alta prevaléncia de ma absorcédo de lactose do adulto sdo os que
tém tradicdo agricola e cagadora e que nunca beberam leite ou que passaram
a ingeri-lo ha poucos mil anos, mas em forma de produtos lacteos fermentados
e, portanto, pobres em lactose. A prevaléncia da deficiéncia primaria & de 50%
a 80% na populagdo hispanica, 60% a 80% em negros, especialmente
africanos de origem hamita, e judeus asquenazitas e quase 100% em indios
Americanos e Asiaticos, além dos esquimés. Os grupos com prevaléncia
intermediéria sdo grupos mesticos dos anteriores: africanos mesticos de bantos
e hamitas, mesticos de europeus com orientais e com indios. A prevaléncia da
idade de inicio difere entre varias popula¢des. Aproximadamente 20% de
criancas hispénicas, asiaticas e negras menores de cinco anos de idade tém
evidéncia de deficiéncia de lactase e ma absor¢cdo de lactose enquanto que
criancas brancas, tipicamente, ndo desenvolvem sintomas de intolerancia a

lactose até os quatro ou cinco anos de idade.**#2"

1,2,27-30

Apesar de muitos estudos realizados em ambito mundial,‘ ) existem

poucos dados publicados acerca da prevaléncia da intolerancia a lactose na
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populacéo brasileira. De acordo com esses dados, foi encontrada a frequéncia
de aproximadamente 50% nos caucasoides, 85% nos negroides e 100% nos
orientais estando, esses resultados, de acordo com a origem racial dos
brasileiros e conforme a regido estudada.®*®

b) Deficiéncia secundaria de lactase: essa deficiéncia implica em que,
uma condi¢éo fisiopatologica subjacente que provoca alteracdes da estrutura
histolégica do intestino delgado, seja responséavel pela deficiéncia de lactase e
consequente ma absorcdo do dissacarideo lactose. A atrofia da mucosa
intestinal leva a uma reducéo da atividade de todas as dissacaridases, mas a
mais atingida é a lactase que chega a 19% do valor normal. A melhora
histolégica € acompanhada da normalizagdo das outras dissacaridases com
excecao da lactase, devido essa enzima demorar semanas Ou meses para
retornar aos niveis anteriores e, as vezes, iSso pode nao ocorrer, pois por estar

Y z

fracamente inserida a membrana, é a mais susceptivel de ser perdida por
qualquer dano a mucosa.*®

Os processos que podem alterar a mucosa do intestino delgado com
consequente ma absorcdo secundaria de acucares podem ser inespecificos -
diarreia aguda, geralmente bacteriana ou viral, diarreia crbnica, desnutricéo,
parasitoses, entre as quais a ancilostomiase e a giardiase, doenca celiaca,
fibrose cistica, alergia a proteinas, irradiagdo, enteropatia psoriatica, linfomas,
drogas que alteram a sintese protéica, como a tetraciclina e os agentes

antimitéticos, o metotrexate e a colchicina a qual, além de alterar a sintese

protéica, pode inibir a dissacaridase. Também devem ser consideradas as
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condi¢des que determinam deficiéncias relativas de dissacaridases, tais como
cirurgias com resseccéo do intestino delgado e do estdmago.®®3¢39

A sindrome do colon irritavel ndo provoca ma absor¢do secundéaria de
lactose, mas € alta a prevaléncia dessa condi¢cdo nos pacientes com a referida
sindrome e, nesses, a ingestdo de leite pode piorar os sintomas.®® N&o se
sabe se a SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) leva a ma absorcao
secundéria de lactose, mas essa ocorre em 60% dos casos de aidéticos com
diarreia e a ingestdo de leite pode contribuir para a piora do quadro
intestinal.“*?

O tratamento da deficiéncia secundéaria da lactase e ma absorcdo de
lactose, geralmente atribuidas a uma condi¢do subjacente, ndo necessita da
eliminacdo da lactose da dieta, mas sim, do tratamento da condi¢céo
subjacente. Uma vez que o problema primério é resolvido, produtos que
contém lactose podem ser consumidos normalmente e esses, por serem

excelentes fontes de Ca'? e outros nutrientes, ndo devem ser excluidos da

dieta.®*3

1.4. Quadro Clinico da Intolerancia a Lactose

Quando ha deficiéncia da atividade da lactase, obviamente, a hidrélise da
lactose fica reduzida, o que resulta em m& absor¢éo da lactose. Os sintomas
da intolerancia a lactose, incluindo distensdo abdominal, flatuléncia, célicas,
meteorismo, espasmos, com inicio cerca de 15 minutos apds a ingestdo de

lactose e de diarreia aquosa e espumante apos 30 a 120 minutos, s&o
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independentes da causa da m& absor¢cdo e diretamente relacionados a
quantidade de lactose ingerida e ndo absorvida devido a fermentacdo desse
acucar pelas bactérias. Esses sintomas ndo sdo necessariamente
correlacionados com o grau de deficiéncia intestinal de lactase. A lactose ndo
absorvida cria um gradiente osmotico que retira fluido e eletrélitos do interior da
célula intestinal, levando a diarreia osmética. Uma por¢ao tdo pequena quanto
12g de lactose, que corresponde a quantidade de 200ml de leite, pode ser
suficiente para ocasionar os sintomas em criangas com dor abdominal cronica.
Em adicdo, a lactose ndo absorvida € um substrato para as bactérias
intestinais, especialmente no colon, que metabolizam a lactose produzindo
acidos graxos e gases (metano, didxido de carbono e hidrogénio), ocasionando
flatuléncia. Quando é produzido suficiente gas intestinal, pelo processo
metabdlico bacteriano, ocorre distensdo abdominal pela estimulagdo do
1,18,44-

sistema nervoso intrinseco do intestino, resultando em espasmo visceral'

) (Figura 4).®
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Bactérias intestinais
: = ~ Gases
. = - - o

= H,+CO, CH,
== ¢
ermentagg_g_... : el

= |Lactato=—* Acidos graxos
CHCHOH-CO0

@=@

H, O

Figura 4. Esquema modificado da ndo absorgéo da lactose. Devido a auséncia
da lactase, a lactose que nao foi absorvida ocasiona, no célon, uma

alteragdo osmdtica além de sofrer hidrélise pelas bactérias intestinais

12-14
0

(niveis acima de 1 mi") com consequente fermentagdo e

producéo de gases e &cidos graxos.®

1.5. Diagnéstico da Intolerancia a Lactose

Os métodos para investigacao e diagnéstico da deficiéncia da lactase séo
baseados na fisiopatologia dos sintomas de intolerancia a lactose. Assim, a
deficiéncia de lactase pode ser diagnosticada diretamente mediante dosagem
da atividade da enzima na mucosa intestinal (biopsia) e, indiretamente, por
varios testes baseados na sobrecarga de lactose: curva glicémica, pesquisa de
(8,47)

substéancias redutoras nas fezes e pH fecal, medida do hidrogénio expirado

e, além desses, mais recentemente, pelos testes moleculares.®%?
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O diagnéstico da intolerancia a lactose também é feito clinicamente pela
historia que relaciona a ingestdo de leite com os sintomas. Deve-se suspeitar
quando ha diarreia cronica, dor e distensdo abdominal relacionados & ingestéo
de leite ou produtos que contenham lactose. As vezes o proprio paciente
relaciona, mas uma boa anamnese se faz sempre necessaria.®®

. Biopsiaintestinal

A realizacdo da biopsia intestinal propicia a dosagem bioquimica da
atividade da enzima ou a dosagem semiquantitativa através da histoquimica na
mucosa intestinal. A principal desvantagem é que ambos os métodos
dependem da realizagdo de bidpsia intestinal, o que pode limitar o
procedimento, principalmente em criangas. Outra desvantagem decorre de o
procedimento revelar a atividade da lactase em um Unico ponto e ndo o total da
atividade no intestino. Embora essa atividade ndo seja uniforme ao longo do
intestino a dosagem da mesma, ao nivel do ligamento de Treitz, parece
identificar, com certa eficdcia, os individuos com e sem deficiéncia de
lactase.®*%%

. Teste de tolerancia a lactose

A curva glicémica apds a ingestdo de lactose apresenta resultados que
informam melhor a respeito da absorgéo global de lactose do que a dosagem
da atividade da lactase na mucosa intestinal. No teste de sobrecarga com
lactose, a interpretagdo da curva glicémica € baseada na diferenca entre a

glicemia de jejum e seu pico maximo. Se ela for menor que 20mg%, a curva

glicémica é chamada plana e significa ma absor¢cdo da lactose, mesmo em
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criancas, e um valor maior que 25mg% € um bom indicador de que ha atividade
da lactase.®®%"

. Pesquisa de substéancias redutoras nas fezes e teste do pH fecal

A pesquisa de substancias redutoras nas fezes é um teste simples que
diagnostica a ma absorcdo de agucares quando o resultado € maior ou igual a
0,5%, o que significa a presenca do acucar que nao foi absorvido. Esse exame
€ considerado muito bom para criangcas pequenas, mas sao descritos
resultados falsos positivos em neonatos, principalmente prematuros, e quando
h& ingestdo de &cido ascorbico, acido nalidixico e cefalosporinas. Podem
ocorrer resultados falsamente negativos se a flora do célon consumir o agucar,
0 que acontece principalmente no adulto, o que torna o teste de pouco valor
para se excluir ma absor¢cdo de lactose. Em relagdo a glicose fecal,
normalmente as fezes ndo a contém. Entdo, se a pesquisa semiquantitativa de
glicose nas fezes é positiva pode-se fazer o diagnéstico indireto de ma
absorcdo dos carboidratos. Resultados falsamente negativos podem ser
encontrados se a flora bacteriana n&o hidrolisar a lactose ou, mesmo que o
faca, se ela consumir posteriormente a glicose. Podem ocorrer resultados
falsamente positivos quando a concentracdo plasmética de glicose é muito
alta. 89
O pH fecal, em condi¢bes normais, mostra valores em torno de sete. Para
que o mesmo abaixe, € necessério que a flora do cdélon seja capaz de
fermentar um substrato transformando-o em acidos. O pH fecal menor ou igual

a cinco, ap0s a ingestdo de lactose, fornece diagndstico indireto de ma

absorgéo de lactose. Apesar de o pH fecal ser um indicador de mé absorcao de
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lactose mais sensivel em criangas, ele também pode ter validade no adulto,
quando &cido. Entretanto, se ap0ds a ingestdo do agucar o pH for normal, ndo
se pode excluir ma absorcdo do mesmo, principalmente se o individuo foi
submetido a antibioticoterapia anterior ou se a pesquisa néo foi feita com fezes
frescas, pois os acidos podem volatilizar-se. 8%

. Teste do hidrogénio expirado (H2)

Exame mais simples e cada vez mais aceito é a dosagem do hidrogénio
expirado (H2) apos ingestdo de carboidratos. Esse se baseia na fermentacéo
bacteriana do acglUcar ndo absorvido pelo intestino delgado, levando ao
aparecimento de acidos organicos e gases, como o hidrogénio. A elevagéo

60,61

desse Ultimo, no ar expirado, indica a mé absorcéo do carboidrato.®® Como

as células dos mamiferos ndo produzem H, no seu metabolismo, 99% da

Y

producdo desse gas é devida a utlizacdo de substratos fermentaveis por
bactérias intestinais sendo que, 10% do H, produzido é excretado pelos
pulmdes em 30 a 90 minutos. Para essa producéo, é necessaria a presenca de
grande quantidade de bactérias o que, normalmente, ocorre no colon e, em
carater excepcional, no intestino delgado quando existe supercrescimento
bacteriano. Sendo assim, ha relacéo direta entre a producéo intestinal de H; e
a excregéo pulmonar, podendo a medida da concentragédo do H, expirado ser
realizada como indicadora da produgdo de H, no intestino. Em adultos, o pico
da concentracdo de H, expirado ocorre 120 minutos apos a ingestdo. Valores
altos de H, no ar expirado, duas horas apds a ingestdo de lactose, sdo

compativeis com o diagnéstico de méa absorcéo de lactose.®#6?



21
Introducéo

A medida da concentracdo de H, expirado € um método diagnoéstico
sensivel e especifico, mas sofre influéncia da velocidade de esvaziamento
géastrico, do uso de antibiéticos, do tipo de alimentacdo, do pH intestinal e,
também, da capacidade das bactérias do c6lon em produzir H,. Cerca de 90%
dos adultos possuem bactérias capazes de produzir H,, 0 que pode resultar em
10% de resultados falsamente negativos. O teste é til na triagem de mé&
absorcéo de lactose da populagéo, por ndo ser invasivo e nao depender do fato
de o paciente estar ou ndo com diarreia. Quanto a sensibilidade do método, ele
depende da dose da lactose, podendo detectar a ma absorcéo de até 5g de
hidrato de carbono. Resultados falsamente negativos ocorrem quando a flora
bacteriana do c6lon ndo € produtora de hidrogénio, quando ela esta reduzida
(por antibioticoterapia ou por pH &cido do célon), quando a flora consome o
hidrogénio e quando o transito intestinal esta rapido. Resultados falsamente
positivos ocorrem quando ha aumento da flora produtora de hidrogénio, as
vezes por antibiotico, e quando ha confusdo com supercrescimento bacteriano
que causa pico precoce do hidrogénio expirado.®4%%

. Teste da lactose marcada com 13C

O teste da lactose marcada com um is6topo ndo radioativo do carbono
(**C) foi introduzido para diminuir os falsos resultados de outros testes. Ele se
baseia na ingestdo de 25g de lactose marcada, dose mais fisiologica, e na
coleta de sangue 1 hora apés para determinagéo da glicose-**C, por meio da
espectrometria de massa. Parece que essa dosagem € sensivel e especifica e

sem muitos falsos resultados. Entretanto, a desvantagem € o preco do
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equipamento e, devido a isso, esse teste tem sido usado apenas em pesquisas
cientificas.©¢"

. Teste genético

Devido as recentes pesquisas em biologia molecular, os testes genéticos
tém ganhado atengdo, especialmente pela alta sensibilidade e especificidade
para estudo dos genes. Em face a recente descoberta de polimorfismos

Y Y

associados a intolerancia a lactose,“®

testes moleculares estdo sendo
utilizados para detecgdo da presenca ou auséncia da atividade da lactase, ndo

49,50

apenas em pacientes adultos como em criangas,*** inclusive com validac&o

para a pratica clinica no Brasil.®?

1.6. Genética Molecular da Intolerancia a Lactose

A ma absorcé@o de lactose do adulto é transmitida hereditariamente por
gene autossdmico recessivo. A condigdo oposta - a persisténcia da atividade
da lactase na vida adulta - é transmitida por gene autossémico dominante e
possivelmente € um polimorfismo em um gene regulatério, que resulta na
capacidade permanente de digerir o aclucar do leite por toda a vida. A
persisténcia da atividade da lactase representa um polimorfismo genético na
populacdo humana que envolve a regulacdo do desenvolvimento.“3%®)

A persisténcia da atividade da lactase na vida adulta é um traco humano
de polimorfismo para o qual as frequéncias de alelos foram afetadas pela

selecdo. Na realidade, o homem sendo um mamifero, estava original e

geneticamente programado para se alimentar com leite somente nos primeiros
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anos de vida, durante a fase de amamentagcdo. Entretanto, no momento em
que se iniciou a domesticagédo do gado e o leite fresco passou a ser utilizado,
houve a expressédo da mutacdo genética para que houvesse adaptacdo a essa
nova realidade. Essa mutagdo causou a persisténcia da enzima da lactase,
pois o normal seria a diminuicdo da produgdo da mesma pelo organismo.
Sendo assim, a persisténcia da atividade da lactase € um traco adaptativo da
evolugdo do homem e os individuos que apresentaram 0 gene mutante para a
producédo da enzima tiveram vantagens evolutivas sobre os demais deixando,
provavelmente, mais descendentes.®® "

Varios polimorfismos tém sido encontrados nos introns e exons do gene
da lactase e na sua regido promotora, mas nenhum deles, consistentemente,
correlaciona-se com a persisténcia da lactase.” Uma recente descoberta foi
descrita por um grupo da Finlandia, na qual foram encontrados dois
polimorfismos nos introns 9 e 13 do minichromosome maintenance 6 (MCM6,
OMIM - 601806).“® Os polimorfismos, numerados a partir do cédon de
iniciagdo - ATG - do gene LCT, séo 0 -13910 C/T no intron 13, localizado 14 Kb
acima do gene da lactase e o polimorfismo -22018 G/A no intron 9, localizado
22 Kb acima, os quais, respectivamente, correlacionam-se 100% e 97% com o
fenétipo de tolerancia/intolerancia & lactose®®">™ (Figura 5).4” Os genétipos
homozigotos CC e GG tém baixos niveis de lactase (ndo persistentes a
lactase) sendo, portanto, intolerantes a lactose. Os genétipos homozigotos TT
e AA tém altos niveis de lactase (persistentes a lactase) e os heterozigotos CT
e GA niveis intermediarios de lactase, sendo todos tolerantes a lactose.

Portando, o alelo T esta presente em todos os individuos com persisténcia da
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lactase (tolerantes a lactose) e ausente naqueles com nao-persisténcia

(intolerantes & lactose)."
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Figura 5. a) Mapa da regido dos genes MCM6 e LCT no cromossomo 2. b)
Mapa do gene MCM6. c) Localizagéo dos polimorfismos associados
a persisténcia/ndo-persisténcia da lactase, respectivamente, dentro
dos introns 9 e 13 do gene MCM®6: ¢ -22018G/A e ¢ -13910C/T.
Figura modificada.®”

O gene MCM6 foi mapeado por hibridizagéo in situ com fluorescéncia no
cromossomo 2, na posicdo 2q21,"® sendo expresso em uma variedade de
tecidos humanos adultos e fetais, tendo um importante papel na regulagdo da
replicacdo do DNA. A persisténcia/ndo-persisténcia da lactase esta, portanto,
associada a uma variagdo néo-codificante do gene MCM6 situada acima do

gene da lactase, em uma regido que parece atuar como um elemento
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regulatério de acdo cis capaz de aumentar a ativacao transcricional diferencial
da regido promotora do gene da lactase.®®

Embora analises de DNA, especificas em permitir a identificacdo dos
polimorfismos T/C e G/A, terem tornado possivel a elucidacdo da base
molecular envolvida na regula¢éo da transcricdo do promotor da lactase (LCT),
com consequente importancia no diagndéstico da persisténcia/ndo-persisténcia
da atividade da lactase, existem poucos estudos em paises em

52,76,77)

desenvolvimento, especialmente no Brasil¢ e, até o presente momento,

nenhum em neonatos.

1.7. Objetivos

v' investigar a prevaléncia do polimorfismo -13910 C/T, com os testes
da Reacdo em Cadeia da Polimerase e do Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Polimerase Chain
ReactionRestriction Fragment Lenght Polymorphism - PCR-RFLP),

em neonatos;

v'  ressaltar a importancia do rastreamento genético neonatal para o
diagnostico precoce da intolerancia a lactose a fim de propiciar o
seguimento dos casos positivos e instituir medidas terapéuticas

especificas e adequadas.
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2. MATERIAL E METODO

De acordo com as Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres
Humanos, Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude, o presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto, SP (CEP- FAMERP), sob Parecer n°061/2009 (Anexo 1).

No periodo de Julho a Outubro de 2009 foi realizado um estudo de corte
transversal no qual foram avaliados, por técnica molecular, 310 neonatos de
ambos 0s géneros ap0s assinatura pelos pais do termo de consentimento livre
e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - FAMERP.

Os neonatos selecionados para o estudo obedeceram aos seguintes
critérios:

1) Critérios de incluséo:

a) nascidos no periodo do estudo, de parto natural ou cirdrgico.
b) indice de Apgar =7 no 1° minuto.
c) sem malformagdes congénitas aparentes.

d) nascidos vivos com idade gestacional igual ou superior a 38 semanas.

2) Critérios de excluséo:

a) indice de Apgar <7 no 1° minuto.
b) recém-nascidos com malformacdes congénitas.
c) recém-nascidos com sinais sugestivos de sindromes genéticas.

d) nascidos vivos com idade gestacional inferior a 38 semanas.
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2.1. Investigacédo Molecular

Para os procedimentos de investigacdo molecular, foram coletados 3,0ml
de sangue de corddo umbilical, imediatamente apds ligadura do mesmo pelo
obstetra da parturiente, sendo armazenado em tubos Vacutainer® contendo o
anticoagulante (EDTA), homogeneizado logo em seguida e estocado a 4°C por
até 3 dias. Todo este procedimento foi realizado no Centro Obstétrico do

Hospital de Base de S&o José do Rio Preto, SP.

2.1.1. Extrac&do de DNA Gendmico

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue estocadas usando-
se o Kit de extragdo GE lllustra - Blood Genomicprep Mini Spin Kit™ (GE
Healthcare UK Limited), de acordo com o protocolo do fabricante, e o
procedimento realizado no Laboratério de Ensino e Pesquisa em
Imunomorfologia (LAEPI) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto,

SP (FAMERP).
2.1.1.1. Protocolo de Extracdo de DNA a Partir de
Sangue Total, por Meio do Kit de Extracdo de

DNA Genbmico

12 ETAPA - Lise das Células Sanquineas:

1) Identificar microtubos de 1,5ml.
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2) Adicionar 20pl de Proteinase K.

3) Adicionar 200ul da amostra de sangue.

- RNA-ase opcional.

4) Adicionar 400pl da Lysis Solution (Solugéo de Lise): 12 vez.

5) Agitar no Vortex por 15 segundos para misturar as solugdes.

6) Incubar em Temperatura Ambiente por 10 minutos com agitagdes no
Vortex esporédicas para auxiliar a lise celular.

7) Visualizar coloracdo ao final do estagio de vermelha para marrom
escura.

8) Répido Spin para homogeneizar a amostra.

22 ETAPA - Montagem e Ligacao

1) Colocar a mini-coluna no tubo coletor para cada amostra.

2) Abrir a tampa da coluna e colocar cerca de 640ul do lisado (Fase 1) no
centro da mesma.

3) Fechar a tampa da coluna e colocar na centrifuga.

4) Centrifugar por 1 minuto a 11000g.

5) Descartar o fluido do tubo coletor que passou pela coluna sem tocar na
base da mesma.

6) Colocar a coluna de volta no tubo coletor.

32 ETAPA -Wash 1

1) Adicionar 500ul da Lysis Solution (Solucéo de Lise): 22 vez.

2) Centrifugar por 1 minuto a 11000g.
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3) Descartar o fluido do tubo coletor que passou pela coluna sem tocar na
base da mesma.

4) Colocar a coluna de volta no tubo coletor.

42 ETAPA - Wash 2

1) Adicionar 500ul da Wash Buffer (Tamp&o de Lavagem).

2) Centrifugar por 3 minutos a 11000g (Se o tempo estiver Umido -
aumentar centrifugagdo para 5 minutos).

- Pré-aquecer o Elution Buffer (Tampao de Eluicao) a 70°C.

3) Descartar o fluido do tubo coletor que passou pela coluna sem tocar na

base da mesma.

52 ETAPA - Eluicao

1) Colocar cada coluna em microtubos de 1,5ml, ambos corretamente
identificados.

2) Adicionar 200ul do Elution Buffer (Tampao de Eluigdo) ja pré-aquecido
a 70°C.

3) Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

4) Centrifugar por 1 minuto a 11000g.

5) Descartar a coluna.

6) Estocar o DNA a 4°C ou -20°C.
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2.1.2. Deteccédo do Polimorfismo -13910 C/T"

2.1.2.1. Amplificagdo do Gene MCM6 pelo Teste
da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR)

Para se detectar o polimorfismo -13910 C/T, o fragmento do DNA
gendmico, que abrange a regido do polimorfismo no intron 13 do gene MCM®6,
foi amplificado pelo teste da PCR, com algumas modificacdes. Para esta
reacdo, foi utiizado um par de iniciadores ou "primers", que s&o
oligonucleotideos sintéticos, identificados como MCM6-LCT(F) e MCM6-
LCT(R). A partir destes, os desoxinucleotideos trifosfatos (dNTPs) séo
incorporados, iniciando a amplificacio do DNA, respeitando-se a
complementaridade de bases (A-T/C-G) sendo obtida, por fim, a amplificacéo
do gene.

As sequéncias dos oligonucleotideos sintetizados, a posicdo de
anelamento e o tamanho (em pares de bases - pb) do fragmento amplificado
pelo par de "primers" sdo descritos no Quadro 17" (Acesso OMIM - N°

AY220757).
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Quadro 1. Sequéncia dos "primers" para PCR do gene MCM6.""

"Primer" Sequéncia 5'—3' Posicéo Tamanho (pb)

MCM6-LCT (F) AAG ACG TAAGTT ACC ATT TAATAC  26533-26556
216
MCM6-LCT (R) CGT TAATAC CCACTG ACCTATCCT 26748-26725 }

F ("Forward" - direto); R ("Reverse" - inverso), pb (pares de bases)

A reacdo da PCR, utilizando-se os "primers" MCM6-LCT(F) e MCM6-
LCT(R), foi processada em termociclador (Bioer Technology®, Modelo TC-
XPG), em reacdes de 25 uL de volume final, contendo:

1) DNA (200-300 ng),

2) primers - 10 pmoles de cada [direto (F) e inverso (R)],

3) Conjunto de Reagentes FideliTaqg™ PCR MasterMix (2X) (GE
HEALTHCARE®) composto por: tamp&o de PCR 1X [Tris-HCI - 30 mM (pH 8.4),
cloreto de potéssio (KCI) - 50 mM], cloreto de magnésio (MgCly) - 1,5 mM,
dNTPs - 0,2 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato adenina, timina, citosina,
guanina (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) e Tag DNA polimerase - 1,25 U. Protocolo
utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Descricao do Ciclo da PCR identificado como "MCM6-LCT": inicialmente,
as amostras foram desnaturadas a 94°C por 3 minutos sendo, posteriormente,
submetidas a 35 ciclos repetidos de 60 segundos a 94°C para desnaturagao,
60 segundos a 60°C para anelamento dos primers e 2 minutos a 72°C para
extensdo das cadeias e, ap0s os ciclos, 10 minutos a 72°C para extensao final
das cadeias.

Os produtos da PCR foram adicionados ao azul de bromofenol e

submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% em tampé&o Tris-Borato-EDTA
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ou TBE 1X, por 2 horas a 105V. Apéds término da eletroforese o gel foi corado
com brometo de etidio, na concentragdo de 0,5ug/mL, submetido & iluminagéo

ultravioleta, para confirmar o sucesso da reacéo, e fotodocumentado.

2.1.2.2. Anédlise de Restricdo (Técnica da RFLP)
do Fragmento Amplificado do Gene

MCM6

Pela PCR (Ciclo MCM6-LCT) foi amplificado, como produto da reagéo, um
fragmento de 216 pb o qual, posteriormente, foi submetido & andlise de
restricdo (RFLP) utilizando-se a enzima BsmFI - Bacillus stearothermophilus FI
(New England Biolabs)®, a 65°C, por 2h30min para detecdo do polimorfismo -
13910 C/T. Quando o polimorfismo esté presente em ambos os alelos (amostra
homozigota), o produto da PCR é digerido pela enzima BsmFl, devido ao
reconhecimento do sitio de restricdo enzimatico, em fragmentos de 126 e 90 pb
e, quando o polimorfismo esta presente em apenas um alelo (amostra
heterozigota), o produto da PCR do alelo mutante é digerido em dois
fragmentos de 126 e 90 pb e o do alelo normal ndo é digerido, apresentando
este um fragmento de 216 pb. Na auséncia do polimorfismo, em ambos os
alelos, o produto da PCR n&o é digerido, apresentando apenas o fragmento de
216 pb, pois ndo h& o reconhecimento do sitio de restricdo da enzima, devido a
ndo substituicdo das bases nitrogenadas C/T, na posicdo -13910 do gene

MCMG6.
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Os produtos da reacéo de restricdo (RFLP) foram adicionados ao azul de
bromofenol e submetidos & eletroforese em gel de agarose 2% em tampéao
Tris-Borato-EDTA ou TBE 1X, por 3 horas a 105V. Apdés término da
eletroforese o gel foi corado com brometo de etidio, na concentracdo de 0,5
ug/mL, submetido a iluminacdo ultravioleta, para confirmar o sucesso da
reacao, e fotodocumentado.

Para cada reacdo de RFLP realizada foram incluidas, como controles
positivo e negativo, amostras de duas criangas respectivamente identificadas
como:

Controle 1 (positivo - Gen6tipo CC: ndo-persisténcia da enzima lactase;
Fendtipo: intolerante a lactose) - crianga com aleitamento exclusivo materno e
aos 2 anos de idade, apés a introducao do leite de vaca, iniciou com quadro de
dores abdominais, flatuléncia e diarreia esporadica, com melhora apés a
exclusdo do leite da dieta. Os sintomas retornaram apoés a reintrodugéo do leite
de vaca com melhora apés uso de leite sem lactose. Ndo foram realizados
testes laboratoriais, pela recusa materna e por serem de dificil interpretacéo e
execucdo nesta faixa etéria. O diagnostico foi feito clinicamente pelo teste de
excluséo de lactose da dieta.

Controle 2 (negativo - Genoétipo CT/TT: persisténcia da enzima lactase;
Fendtipo: tolerante & lactose) - crianga com 5 anos de idade com quadro de
diarreia fermentativa aguda. Teste de sobrecarga a glicose mostrou-se positivo,
durante o quadro diarréico. Apés melhora do quadro, o teste de sobrecarga a
glicose foi negativo. A mde nega alteragdes intestinais desde a introdugéo do

leite de vaca. O diagnostico foi de intolerancia secundéria a lactose.
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2.2. Anédlise Estatistica

Foram calculadas porcentagens sendo os resultados expressos em (%) e

utilizado o Teste do Qui-Quadrado para comparagéo entre 0s géneros.
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3. RESULTADOS

No periodo de Julho a Outubro de 2009, de acordo com os critérios de
inclusdo e exclusao, foram selecionados 310 neonatos, sendo 160 (52%) do
género masculino e 150 (48%) do género feminino.

Os resultados obtidos apoOs realizagdo das técnicas moleculares:
extracdo de DNA gendmico, PCR e RFLP com posterior eletroforese em gel de

agarose, estao descritos a seguir:

3.1. Extragdo do DNA Gendmico

Foi possivel a extracdo do DNA gendmico, a partir de leucécitos de

sangue umbilical, de todas as amostras de recém-nascidos (n=310; 100%)

(Figura 6).

Figura 6. Fotografia do DNA gendmico das amostras identificadas de 1 a 12
em gel de agarose 1%. A seta indica as bandas correspondentes ao
DNA de cada amostra. M- marcador 100 pb (Ladder®).
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3.2. Técnica da PCR para Amplificacdo do Gene MCM®6

A reacdo da PCR permitiu a amplificacdo do fragmento de 216 pb do
gene MCM®6, que abrange a regido do polimorfismo, em todas as amostras

analisadas (n=310; 100%) (Figura 7).

Figura 7. Fotografia do produto da PCR - fragmento de 216 pb amplificado do

gene MCM®6, em gel de agarose 2%. Coluna 1 - controle 1. Coluna 2
- controle 2. Colunas 3 a 5 - amostras do estudo. B - reacado
"Branca" (sem DNA). M- marcador 100 pb (Ladder®).

3.3. Técnica da RFLP (Digestdo Enzimatica) do Fragmento

Amplificado do Gene MCM6

Apbés a digestdo enzimatica para identificacdo do polimorfismo -13910

C/T (Figura 8), os resultados obtidos expressam 0s seguintes genotipos:
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o CC - relacionado ao fenétipo de nao-persisténcia da atividade da
enzima lactase — intolerancia a lactose.
o CT e TT - relacionados ao fenétipo de persisténcia da atividade da

enzima lactase — tolerancia a lactose.

Figura 8. Fotografia do produto da RFLP (digestdo enzimatica) - fragmentos de
216, 126 e 90 pb do gene MCM6, em gel de agarose 2%. Coluna 1 -

controle 1 positivo (CC - ndo-persisténcia da lactase). Coluna 2 -

controle 2 negativo (CT - persisténcia da lactase). Colunas 3 a 5 -
amostras do estudo: Coluna 3: CC (n&o-persisténcia da lactase);
Coluna 4: CT (persisténcia da lactase); Coluna 5: TT (persisténcia da
lactase). As setas indicam os fragmentos correspondentes as

amostras nas Colunas 1 a 5. M- marcador 100 pb (Ladder®).

A avaliacdo dos géis de agarose, apds a reacdo RFLP, permitiu

identificar 191 recém-nascidos (62%) com gendétipo CC e, portanto, intolerantes
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a lactose e determinar a frequéncia do alelo C em 77% dos alelos avaliados.
Os resultados em relacdo as frequéncias genotipica, alélica e fenotipica estdo

demonstrados respectivamente nas Tabelas 3, 4 e 5.

Tabela 3. Distribuicdo do niumero de recém-nascidos (n=310) em relagdo ao

gendtipo e a frequéncia genotipica, em porcentagens.

Gendétipo Recém-nascidos (n) Frequéncia genotipica
(%)
cC 191 62
CT 95 31
TT 24 07
Total 310 100

Tabela 4. Distribuicdo do total de alelos avaliados (n=620) em relacéo a

frequéncia alélica de C e T, em porcentagens.

Alelos (n) Frequéncia alélica (%)
C 477 77
T 143 23

Total 620 100
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Tabela 5. Distribuicdo do niumero de recém-nascidos (n=310) em relagdo ao

fendtipo e a frequéncia fenotipica, em porcentagens.

Fendtipo Recém-nascidos Frequéncia fenotipica
(n) (%)
Intolerante a lactose 191 62
(CC)
Tolerante a lactose 119 38
(CT/TT)
Total 310 100

A diferenca entre os géneros e os fendtipos encontrados néo foi

estatisticamente significante, conforme resultados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Distribuicdo do género dos recém-nascidos (n=310) em relacdo ao

fendtipo, em porcentagens.

Género
7 - 0 *
Fenotipo Masculino Feminino Total (%) P
(%) (%)
Intolerante a lactose 97 (32) 94 (30) 191 (62)
(CC)
0,801
Tolerante a lactose 63 (20) 56 (18) 119 (38)
(CT/TT)
Total 160 (52) 150 (48) 310 (100)

Teste do Qui-Quadrado.
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4. DISCUSSAO

A intolerancia a lactose tem sido reconhecida, por muitos anos, como um
problema mundial em muitas criancas e adultos. Embora raramente ameacem
a vida, os sintomas da intolerdncia a lactose podem levar a significante
desconforto, piora da qualidade de vida, dificuldade escolar, interrupcdo das
atividades de lazer ou de esportes, perda de jornada de trabalho, todos com
um custo individual, familiar e social.®

A ingestdo de lactose em certos individuos suscetiveis pode causar
sintomas abdominais dos mais variaveis podendo ser tratados com restricdo
lactea ou reposicdo enzimatica, dependendo da quantidade de lactose
consumida ou do grau de deficiéncia de lactase. Criangas com suspeita de
intoleréncia a lactose podem ser diagnosticadas clinicamente apenas pela
eliminacdo da lactose da dieta ou por exames complementares que incluem o
teste de hidrogénio expirado ou a invasiva biopsia intestinal para determinacao
da concentragdo da lactase (e outras dissacaridades, quando necessérias), 0s
quais sédo de dificil concordancia pelos pais. Atualmente, testes genéticos estédo
sendo realizados para investigacdo da intolerancia a lactose, ndo apenas por
serem considerados nao invasivos, mas também pela alta sensibilidade e
especificidade para estudo molecular, conforme realizado no presente
estudo. #5274
Sendo assim, este estudo, visando realizar a analise molecular do gene

MCM®6, a fim de rastreamento precoce da intolerancia a lactose, em recém-

nascidos em Sao José do Rio Preto, SP, tem carater inédito por ser o primeiro
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estudo realizado em no Brasil. Foram utilizados, como testes moleculares, a
Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR) e o Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos de Restrigcdo (RFLP), com a enzima BsmFl.

Foi encontrada a prevaléncia de 62% (1:1,62) de recém-nascidos com

gendtipo CC, portanto, intolerantes a lactose, estando estes dados de acordo

1,2,27,48-51 52,76,77

com os da literatura’ ) inclusive com os dados nacionais. ) Destes
recém-nascidos intolerantes a lactose, 32% (1:1,96) sdo do género masculino e
30% (1:2,03) do género feminino, ndo sendo esta relagdo estatisticamente
significante. Em funcdo do carater de heranca ser autossémico o que
determina a intolerdncia a lactose, os resultados do presente estudo ndo
mostraram diferenca entre os géneros.®""®

Em relagdo a etnia brasileira, a prevaléncia de 53% de hipolactasia foi
identificada em individuos brancos e 91% em n&o-brancos pela medida da

atividade da lactase na mucosa duodenal por imunohistoquimica.®®

Mas,
recentemente, o teste genético foi correlacionado com a etnia brasileira sendo
encontrada a prevaléncia de cerca de 57% de hipolactasia para o grupo de cor
branca, 80% para o grupo de cor negra e 100% de intoleréncia a lactose para

(79)

os descendentes de japoneses, corroborando dados anteriores sobre a

prevaléncia étnica da intolerdncia a lactose diagnosticada pelos métodos
convencionais.®%®

Até o momento, ndo ha dados na literatura de rastreamento neonatal de
intolerancia a lactose, conforme realizado no presente estudo. Isto,

provavelmente, se deve ao fato da recente descoberta das bases moleculares

da intolerancia & lactose e de que os estudos se basearam, primeiramente, em
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comparar se o diagndstico obtido por meio de exames complementares
convencionais, como o teste do H, expirado, corroborava com o diagnostico
molecular.

Recentes estudos, conduzidos em paises europeus, tém demonstrado
concordancia de 91% a 97% do genétipo CC com resultados positivos do teste
do H, expirado e 86% a 95% de concordancia entre os genoétipos CT e TT e
resultados negativos do teste do H, expirado, além de terem apresentado
valores preditivos positivo de 97% e negativo de 86% para o teste
molecular.®8°83

A andlise de expressdo da enzima lactase também foi realizada em
pacientes com diagnéstico de intolerancia a lactose em estudo no qual foi
determinado que a correlacdo da expressédo da enzima lactase € muito mais
alta em pacientes com alelo T do que naqueles com alelos C, sugerindo que
esse polimorfismo esta relacionado a regulagdo da transcricAo do gene da
lactase e, portanto, a ndo-persisténcia da enzima lactase na mucosa
intestinal.("®

Outra correlagéo positiva foi realizada em estudo em criangas, nas quais
0 material genético era obtido por bidpsia intestinal. Apesar da correlacdo
positiva, a maneira como foi obtido o material criou certa rejeicdo dos pais, por
ser a bidpsia um teste invasivo. Os autores concluem que a biépsia ndo é a
conduta diagnostica de primeira escolha, principalmente em criangas, caso ndo
se tenha acesso aos testes moleculares.®”

No Brasil, ha poucos estudos comparando a presenca do polimorfismo e

o teste do H; expirado, obtendo-se uma correlagdo em pacientes adultos com
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suspeita de ma absorcdo da lactose ou com sindrome do coélon irrithvel em
cerca de 96% dos casos. Nesses, considerando o polimorfismo -13910C/T
como um teste diagnostico para a intolerédncia a lactose, a presenca do
gendtipo CC foi estimada ter uma sensibilidade de 100%, especificidade de
83%, valor preditivo positivo de 76% e valor preditivo negativo de 100%.%%76.77)
Outro estudo conduzido no Brasil, especificamente em criangas com suspeita
de intolerancia & lactose, foi feito por meio do teste do H, expirado sem o teste
genético, sendo encontrada a prevaléncia de 8,4% de m& absorcéo de lactose
nessa populacéo pediatrica brasileira.®”

Os resultados desses estudos também demonstraram que, nos individuos
com o teste do H, expirado positivo e com o teste genético negativo, ha boas
razdes para se suspeitar de causas secundéarias de deficiéncia de lactase. A
alta prevaléncia da néo-persisténcia da lactase na populagdo geral deve
convencer os médicos a serem cautelosos quando o diagndstico de

Y

intoleréncia primaria a lactose é baseado somente no teste de hidrogénio
expirado.(2'49'50'52'81'83)

Assim, os testes genéticos PCR/RFLP, para analisar o polimorfismo de
nucleotideo Unico -13910C/T localizado acima do gene da lactase, podem ser
considerados uma andlise 6tima em predizer a hipolactasia em uma populacéo
com suspeita de m& absorcdo, diferenciando pacientes com intolerancia
primaria a lactose daqueles com intolerancia secundaria. E um exame de
técnica simples, ndo invasivo e confortavel; além disso, € mais rapido do que o

teste de tolerancia a lactose e ndo induz aos sintomas de intolerancia a esse

acucar, tais como diarreia e dor abdominal. Vantagens adicionais da
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PCR/RFLP quando comparadas ao teste do hidrogénio expirado s&o que o
teste molecular € menos dispendioso, causa menor incOmodo, uma vez que a
amostra de sangue venoso pode ser facilimente enviada ao laboratério, ndo
requer jejum, preparo dietético, estimulo com lactose e consome menos tempo
do paciente.

O teste genético da hipolactasia é um auxilio adicional ao diagnostico de
queixas abdominais em populagdes como aquelas no norte europeu onde a
prevaléncia da hipolactasia do tipo adulto é relativamente alta e o consumo de
produtos lacteos é comum. Em tais populagfes o teste genético € o de maior
valor quando o declinio dos niveis de lactase é completo - conforme
comprovado em estudo em criangas finlandesas com idade acima dos doze
anos.“9°0528183) Em criancas mais jovens, a genotipagem pode auxiliar na
exclusdo da hipolactasia como a causa de sintomas abdominais. Esses
resultados reforcam a aplicabilidade do teste genético para o polimorfismo -
13910C/T no diagndstico da ndo-persisténcia da lactase, tornando-o disponivel
ndo apenas para propositos diagnosticos individuais, mas também, como
método de rastreamento para estudo populacional ou neonatal, conforme
realizado no presente estudo.

O diagnastico incorreto de hipolactasia em individuos CC-negativos pode
resultar em uma longa e duradoura restricio de produtos lacteos. Nesses
casos, isso nao aliviaria os sintomas e contribuiria, ainda, para a osteoporose e
outras complicagbes relacionadas. Assim, cada paciente com queixa
relacionada ao consumo de lactose deve ser investigado primeiro pelo teste

genético e, subsequentemente, pelos procedimentos adicionais a fim de
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esclarecer se os sintomas estdo relacionados a outras doencas do trato
gastrointestinal. Uma vez que os custos do teste genético ndo excedem os do
teste do hidrogénio expirado, essa estratégia pode ser também custo-efetiva.
Nos casos de deficiéncia secundaria de lactase, acurados métodos de
diagnostico e terapia levardo a diminuicdo das queixas lactose-relacionadas
podendo restaurar a atividade da lactase.®V

O tratamento da intolerancia a lactose consiste basicamente na retirada
ou diminuicdo desse acucar da dieta, o que leva ao desaparecimento
progressivo dos sintomas. Uma das grandes preocupac¢des com a redugéo da
lactose na alimentacao é a garantia do fornecimento de quantidade apropriada
de proteinas, calcio, riboflavina e vitamina D. E de fundamental importancia um
planejamento dietético apropriado em criangas, que assegure um crescimento
e desenvolvimento satisfatérios.®¥

Recomendacgdes dietéticas adequadas s&o necessarias para individuos
intolerantes & lactose, uma vez que eles sdo propensos a apresentar
diminuic&o dos niveis de calcio devido a baixa ingesta de leite e ao prejuizo na
sua absorcdo. Médicos pediatras e outros profissionais da saude, como
fonoaudibélogos e nutricionistas, especializados em alimentacao infantil, devem
ter em mente os beneficios e controvérsias relacionadas ao consumo de leite e
seus derivados e de férmulas infantis que contenham lactose.®® Deve ser
notado que, se os pais recebem o diagnostico de que seu filho tem o gendtipo
CC, ainda na fase em que a atividade da lactase € alta ou quando nenhum

sintoma de intolerancia da lactose se manifestou, esse fato pode ter um efeito
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indesejado em relacdo ao aspecto dietético e, portanto, nutricional da
crianca. 08189

O teste de DNA permite agora um auxilio vital para o diagnéstico. A
intolerancia a certos alimentos pode causar uma variedade de sintomas
intestinais e sistémicos. A possibilidade de que esses sintomas sdo causados
pela lactose tem sido esquecida, por causa da "lactose escondida” adicionada
a muitos alimentos e bebidas sem constar no rétulo, gerando confusdo no
diagnostico que foi baseado apenas na remocao dos alimentos lacteos. Uma
importante mudanca na abordagem clinica da intolerancia a lactose é
necessaria, devendo os profissionais seguir as seguintes recomendacfes ou
diretrizes: @

1) Paciente com suspeita de intolerdncia a lactose. Antes de ser
encaminhado para teste de tolerAncia a lactose, solicitar teste
genético.

2) Coletar amostra para andlise molecular. Pacientes com sintomas
inexplicaveis intestinais ou sistémicos devem, primeiramente, serem
testados para o polimorfismo associado a intolerancia a lactose: -
13910C/T:

a) Se genodtipo CC - remocao imediata de toda lactose da dieta.
Se os sintomas melhorarem apés um més, o diagnostico de
intoleréncia a lactose é confirmado.

b) Se gendtipos CT/TT - realizar o teste de tolerancia a lactose, a

fim de se investigar causas secundérias de intolerancia.
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3) Fornecer orientacdes para as refeicOes isentas de lactose e para o
perigo da "lactose escondida".

4)  Acompanhamento por um ano.

5) Caélcio e Vitamina D devem ser administrados e monitorados, além
de orienta¢des quanto ao uso de probidticos.

H& ainda muitos mitos em relacdo a intoleréncia a lactose. O Quadro 2

apresenta alguns deles e suas realidades.
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Quadro 2. Mitos comuns e realidades préaticas.?

Realidades Praticas

Mitos

Adultos com intolerdncia a lactose
ndo aceitam qualquer leite e
derivados.

A persisténcia da lactase é rara.

Leite de cabra é livre de lactose.

Um teste de H, expirado negativo
significa que o paciente pode ingerir e

tolerar todos os produtos lacteos.

Pessoas com néo-persisténcia da

lactase nao séo totalmente
intolerantes. Elas podem tolerar cerca
de 12g de lactose se administradas
ao longo do dia, por exemplo, no

cereal matinal, no cha, no café.

Cerca de 70% da populagdo mundial
€ ndo persistente a lactase.

O leite de cabra contém 4% de
lactose. Os leites de soja e de arroz
sdo isentos de lactose. Nesses casos
€ recomendada a suplementagéo de
Célcio.
O teste negativo n&do confirma,
necessariamente, tolerancia a lactose,
pois em cerca de 20% dos casos néo

ocorre a eliminagcdo do H, pelo ar

expirado.
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Os resultados da literatura e os do presente estudo suportam a
convergente evolucdo da persisténcia/ndo-persisténcia da lactase nas diversas
populagBes, mais provavelmente refletindo as diferentes historias de adaptagéo
a cultura do leite. Um exemplo tipico desse fato € o que esta descrito no artigo
intitulado "Darwin' iiness revealed" ("A doenca de Darwin revelada"): ©®

"I have had a bad spell, vomiting every day for eleven days and some
days after every meal” ("Eu tenho tido uma fase ruim, vomitando todos os dias,
por onze dias, e em alguns deles apds toda a refeicdo”). Assim Charles Darwin
(1809-1882) escreveu em uma carta para 0 seu amigo Joseph Hooker em
dezembro de 1863. Mais tarde escreveu para seu pai, que era seu proprio
médico: "A ndusea geralmente comeca duas horas apds a refeicdo". Na
verdade, Darwin ja tinha sofrido de dor no peito e palpitacdes cardiacas em
dezembro de 1831 enquanto permanecia em Plymonth aguardando melhores
condicbes meteoroldgicas para partir no navio Beagle. Por 40 anos, Charles
Darwin esteve frequentemente doente, morando em Kent como um semi-
recluso, deixando até de ir ao famoso debate em 1860 porque estava
apresentando mais uma de suas crises. Consultou cerca de vinte médicos,
incluindo seu pai, e tomou dezenas de remédios; nenhum dos quais realmente
teve qualquer efeito, embora Darwin tivesse tido uma certa melhora quando ele
se submeteu a terapia das aguas de Gully, em Malvern. A Unica vez que ele se
sentiu melhor foi por acaso, quando ele parou de ingerir leite.

Os sintomas de Darwin se enquadram exatamente naqueles de
intolerancia sistémica a lactose. Darwin sofria de dor estomacal, flatuléncia,

cefaleias, vomitos, fadiga crbnica, dores articulares, lesbes de pele, furiinculos,
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Ulceras orais e palpitagbes cardiacas, além de estar frequentemente

depressivo. Muitas hipdteses tém sido postuladas para explicar sua doenca,

incluindo envenenamento por arsénico, doenca de Chagas e desordens

psicossomaticas, devido a morte de sua mée quando ele tinha oito anos de

idade.

Nenhuma destas hipéteses se enquadrava aos sintomas. Seis

evidéncias sustentam as hipéteses aventadas de que Charles Darwin sofria de

intolerancia a lactose:

1.

Os sintomas de Darwin se encaixam exatamente com aqueles
identificados na intolerancia sistémica de lactose.

O inicio dos vdmitos e dores intestinais ocorria 2-3 horas apos a
refeicdo, justamente o tempo de a lactose poder alcangar o intestino
grosso.

Sua esposa Emma usava leite e nata constantemente em suas
receitas.

H& uma clara historia de doenca na familia de Darwin e em seus
filhos.

Darwin ndo apresentou sintomas quando esteve no navio Beagle
(1831-1836), onde nao havia leite. Ele teve apenas enjéos devido ao
movimento do navio e uma febre na América do Sul, provavelmente
febre tifoide.

Darwin somente se sentia melhor quando, por exclusdo, ndo ingeria

leite".®©)

A exclusdo da lactose na dieta, apés a elucidacdo diagnostica, tem

transformado a vida das pessoas e de seus familiares assim como a de vérias
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centenas de pacientes. Eles agora se sentem bem, com uma importante
reducéo no uso de medicamentos e consultas médicas. E surpreendente que
Darwin ndo tenha identificado sua propria intolerédncia a lactose, apesar de
essa condicdo ndo ser reconhecida no século XIX. Mas, como ele nao
identificou essa mais 6bvia caracteristica de sua propria teoria da evolucdo? A
ciéncia da intolerancia a lactose pode revelar a resposta para o problema que
Darwin nunca realmente abordou, a verdadeira "origem" mais do que o

"desenvolvimento" da espécie humana.®”
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5. CONCLUSOES

As técnicas da Reagdo em Cadeia da Polimerase/Polimorfismo do
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (Polimerase Chain Reaction/Restriction
Fragment Lenght Polymorphism - PCR/RFLP), com o protocolo utilizado no estudo,
propiciam um rapido e ndo invasivo método de deteccdo da presenca ou
auséncia da variante persisténcia da lactase.

O diagnéstico molecular neonatal pode otimizar o seguimento de
resultados positivos obtidos no rastreamento, além de propiciar orientacdes
especificas aos pais quanto ao aspecto nutricional das criangas intolerantes a
lactose.

Os testes moleculares podem ser um valioso complemento de diagndstico
ndo apenas individual, mas também como método de rastreamento para

estudo populacional ou neonatal.
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Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.

A FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.® 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.* 74.179 de 14/06/74)

S ——

Parecer n.° 061/2009

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 2539/2009 sob a responsabilidade de Marta
Alves da Silva Arroyo com o titulo "Perspectivas para triagem genética da
intolerdncia & lactose: rastreamento do polimorfismo - 13910 C/T em
neonatos” estd de acordo com a resolugdo CNS 196/96 e foi aprovado por
esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolucdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevdncia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério
completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 13 de abril de 2009.

Prof. Dr. Anton os Pires
Coordenador do AMERP

S R I

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - Sdo José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br



