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Intolerancia & Lactose
Rastreamento de polimorfismos para diagnodstico
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DO LABORATORIO PARA O CONSULTORIO

A Medicina Personalizada se utiliza dos novos métodos de anélise molecular do genoma humano
permitindo que tanto critérios diagndsticos quanto a terapia medicamentosa assumam um cardter
individualizado, desta forma, a sequéncia genédmica de cada paciente torna-se determinante para
a tomada de decisdes clinicas.!

A partir de dados do sequenciamento do DNA humano, constatou-se que, apesar das profundas
diferencas existentes entre os individuos quanto a seus fenétipos (cor da pele, peso, altura), seus
genomas apresentam similaridade de cerca de 99,9%. A pequena variagéo interindividual de 0,1%
se dd, principalmente, por meio de variagdes na sequéncia do DNA conhecidas como polimorfismos
de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism; SNP), que existem aos milhdes no genoma
humano. Muitas vezes, os SNPs podem levar a mudancas na estrutura, fungdo, quantidade
ou localizagdo das proteinas codificadas, alterando inUmeros processos fisiolégicos. Além de

interferirem em caracteristicas fisicas,

os SNPs também podem influenciar
o risco para doencas crénicas ndo-
transmissiveis, necessidades de nutri-

entes e resposta aos alimentos.?
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Figura 1. Polimorfismo de nudleotideo Unico (single nucleotide
polymorphism; SNP).4
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Com relacgo & terminologia, SNP descreve uma

variag@o genética que existe na populagéo humanaem
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corresponde & variagdes genéticas existentes em < 1%

< frequéncia = 1%, enquanto que o termo MUTACOES

da populacéo humana.?

Duas sequéencias de fragmentos do DNA
de diferentes individuos demonstrando uma
variagdo na localizacao de um nucleotideo
nico (polimorfismo C-T)4

TESTES GENETICOS EM AMOSTRA DE SALIVA POSSUEM SENSIBILIDADE E PRECISAO
SEMELHANTES AO TESTE PADRAO COM AMOSTRA DE SANGUE

Os testes genéticos sdo realizados em uma variedade de amostras bioldgicas, incluindo sangue, saliva,
fezes, tecidos corpéreos, ossos ou cabelos.®

Estudos epidemiolégicos para desenvolvimento de biobancos de DNA tem utilizado métodos de coleta
menos invasivos, como as células epiteliais bucais coletadas da saliva.?”

O DNA isolado de amostras da saliva em comparacdo ao DNA isolado do sangue ndo apresenta
quantidade e pureza significativamente diferentes. Entretanto, o rendimento do DNA extraido da saliva
é significativamente menor quando comparado ao extraido do sangue. Isto ocorre por conta do maior

volume de sangue coletado (8.5 ml) em comparagdo com o volume de saliva (0.5 ml).5
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Sangue (nl = 45 1.85 + 0.004 253 63 + 26.6 Tabela 1. Pureza e rendimento do DNA
coletado de amostras de sangue em

Saliva (n= 42) 185 + 0.02 21.09 + 3.64 comparacdo com amostras de saliva.®

T-test P-value 0.709 1.32142x10™"

Apesar do menor rendimento do DNA extraido da saliva, a concordéncia genotipica para todos os
marcadores analisados por Microarray é alta, com concordéncia de 98,7% em ambos os tecidos.®

No estudo de comparacéo do desempenho genotipico entre DNA extraido da saliva e o extraido do sangue,
a maioria das amostras de saliva (90%), contendo 31,3% de DNA humano amplificavel, tiveram uma

porcentagem de gendtipos vélidos (genotyping call rate) superior a 96%.°

FIGURA 2. Associacdo entre a porcentagem de DNA

. humano na saliva ¢ a porcentagem de gendtipos validos®
Um outro estudo comparativo demonstrou que a
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porcentagem de genétipos vdélidos (genotyping
call rate) para o DNA extraido do sangue foi
de 99%, compardvel com a porcentagem de
gendtipos vdlidos para o DNA extraido da

saliva, de 97%.°
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FIGURA 3. Plot Tagman da amplificagéio representativa
para SNP (polimorfismos de nucleotideo Unico) ilustrando
a correspondéncia da forga do sinal ¢ da definicdo dos
clusters para o DNA de ambas as fontes, sangue e saliva®

SANGUE SALIVA

A andlise do DNA extraido da saliva possui

varias vantagens em relacdo ao padrdo ouro

de coleta em sangue, dentre elas: menor custo,

facilidade da coleta, facilidade de manuseio

das amostras, estabilidade das amostras cole-
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ASPECTOS GENETICOS DA HIPOLACTASIA PRIMARIA DO TIPO ADULTO

O gene da lactase humana, denominado gene LCT, esté localizado no braco longo do cromossomo 2, mais
especificamente no locus 2q21.81°

A persisténcia ou ndo da atividade da lactase na vida adulta é determinada geneticamente. O estado
“lactase persistente” é determinado por padrdo de transmissGo autossémico dominante, enquanto que a

“néo persisténcia” (ou intoleréncia & lactose primdria do adulto) tem heranga autossémica recessiva.?10
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A persisténcia da lactase (PL) é o fendtipo no qual a express@o da lactase se mantém elevada durante toda
a vida. Na Europa, na populagéo caucasiana, a PL foi relacionada a um polimorfismo de base Gnica (SNP)
localizado no LCT (gene da lactase), dentro de um intron do gene MCM6, sendo este SNP uma troca de C

para T na posi¢éo -13910.810

TABELA 2. Polimorfismo 13910 - Correlagéo entre os gendtipos e os fendtipos da persisténcia
ou n&o da atividade da lactase®

Homozigoto CC e GG ; BGIX?S Individuos intolerantes
(nG@o persistente)
. Altos y
Homozigoto TT e AA Individuos tolerantes

(persisténcia da lactase)

Intermedidrios

igleiedgeio L @ Cn (persisténcia da lactase)

Individuos tolerantes

Portanto, o alelo T esté presente em todos os individuos com persisténcia
da lactase (tolerantes) e ausente naqueles ndo persistentes (intolerantes).

Na Africa e no Oriente Médio, este polimorfismo (SNP 13910) é raro, mas os seguintes SNPs foram
relacionados a PL: -13907C>G, -13915T>G, -14010G>C.810

Um estudo realizado na populagdo brasileira demonstrou que o alelo -13910 foi a variante mais

frequentemente observada.




Na populacéo brasileira em geral, a frequéncia do alelo -13910*T foi maior (0,295) nos eurodescendentes

de Porto Alegre e menor (0,175) na populagéo de Belém.?

Este estudo evidenciou que a maioria da populagdo de Belém, Recife e Porto Alegre (afrodescendentes) séo

intolerantes & lactose (gendétipo CC com frequéncia de 70%).

Em individuos eurodescendentes de Porto Alegre, a persisténcia de lactase foi superior a 50%.7

TABELA 3. Frequéncia do alelo e gendtipo do polimorfismo -I3Q10C>T em quatro populacdes brasileiras.?

POPULACAO

PORTO ALEGRE

EURODESCENDENTES (N = 337)

AFRODESCENDENTES (N = 182)
BELEM (N = 200)

RECIFE (N = 262)

ALELO
13910*T

0.295
0.184
0.175

0.204

: FREQUENCIA
GENOTIPO -13910 C>T S piL
T cT ccC
N % N % N %
26 7,7 147 43,6 164 48,6 0.513
9 4,9 49 26,9 124 68,1 0.320

8 4,0 54 27,0 138 69,0 0.310

11 4,2 85 324 166 63,4 0.366




VANTAGENS DO DIAGNOSTICO MOLECULAR DA INTOLERANCIA A LACTOSE EM
COMPARACAO AOS OUTROS METODOS DIAGNOSTICOS

O diagnéstico molecular da intolerdncia & lactose possui elevadas sensibilidade e especificidade ao predizer
com alta probabilidade se um individuo é intolerante & lactose ou ndo. Além disso, né@o requer jejum, nédo

causa desconfortos ao paciente e possui menor ocorréncia de resultados falso-positivos. 10!

Andlise molecular ?3% 100% TABELA 4. Comparagéo da especificidade
e sensibilidade dos meétodos de diagndstico

Teste do hidrogénio expirado 75% 96% da Intolerdneia & Lactose ™!

Curva glicémica 80% 96%

ANALISE DE MUTACAO DO DNA POR PCR E SEQUENCIAMENTO
DE NUCLEQTIDEOS

O teste consiste do isolamento do DNA gendmico de células da mucosa bucal, amplificacéo por reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) de regides especificas do gene MCM6, seguida de andlise da sequéncia,

realizada em sequenciador automdtico de DNA para a deteccdo das variantes genéticas associada &

persisténcia da lactase (PL).




As variantes genéticas associadas & PL (ie, tolerancia & lactose) sdo diferentes dependendo da etnia. O
GENOTEST® analisa as seguintes variantes:
*  Maior incidéncia em caucasianos: SNP -13910

*  Maior incidéncia em negros e pardos: SNP -13907, SNP 13915 e SNP 14010.

REEMBOLSO PLANOS DE SAUDE

A tabela TUSS (Terminologia Unificada da Sadde Suplementar) foi instituida pela Agéncia Nacional de
Saude Suplementar (ANS), através de sua Instrucdo Normativa n® 38, de 13 de novembro de 2009 e tem
por objetivo padronizar os cédigos e nomenclaturas dos procedimentos médicos.'

A tabela TUSS inclui o procedimento de testes genéticos, como os EXAMES DNALIFE, e os classifica pela
doenca que se pretende diagnosticar ou pela tecnologia de andlise genética utilizada.

Assim, é possivel orientar o paciente para que ele solicite o reembolso dos EXAMES DNALIFE facilitando

assim o acesso a esta nova tecnologia.

Orientagdes para solicitar reembolso

Colocar no pedido de exames:

* Os dados necessdrios do paciente;

* Especificacdo do EXAME solicitado;

* O cédigo e a descrigdo da Tabela TUSS.
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Solicite que o paciente entre em contato com o seu plano de satde e confirme a cobertura destes cédigos
e o valor do reembolso, podendo estas informacées facilitar o pedido de reembolso por parte do paciente.
Informe que o reembolso, contudo, continuard seguindo as mesmas normas (de acordo com a modalidade

e regulamento do plano), ndo significando que o usuério teré as despesas reembolsadas integralmente.

TABELA O. Tabela de codifi cacdo dos Exames DNALIFE.

40503054 -13910 (C/T) Andlise de DNA pela técnica multiplex
por locus, por amostra
Andlise de DNA pela técnica multiplex
Intoleréncia Genética AlEtEng IR e por locus EXTRA, por amostra.

a Lactose por Multiplex 4

locus diferentes* 40503046 113915 (G/T) Andlise de DNA pela técnica multiplex
por locus EXTRA, por amostra.
40503046 114910 (C/T) Andlise de DNA pela técnica multiplex

por locus EXTRA, por amostra.
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Caso tenha interesse em receber algum dos artigos listados acima, solicite ao representante que

o visita ou entre em contato através do email contato@dnalife.com.br
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