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RESUMO 

A lactose é um carboidrato de alto consumo da população mundial e a principal fonte de 

calorias do leite. A intolerância à lactose é uma condição derivada de uma redução na 

quebra da molécula pela enzima lactase na pequena porção do intestino, permitindo com 

que a lactose avance até o cólon, gerando fermentação que causará desconfortos na 

pessoa afetada. Esta condição está associada com polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNPs) presentes no cromossomo 2. Testes moleculares para diagnóstico da doença 

representam uma abordagem recente, mas com grandes perspectivas, visto que reduz o 

desconforto dos testes atuais que auxiliam no diagnóstico. A técnica de PCR (Polymerase 

Chain Reaction, da sigla em inglês) é o método “padrão-ouro” para testes moleculares, 

porém possui um alto custo devido seu equipamento complexo e a necessidade de 

profissionais especializados para seu manuseio. Visando ampliar as testagens 

moleculares existe a técnica LAMP - Loop-Mediated Isothermal Amplification (em 

português, Amplificação Isotérmica mediada por Laço), no qual por meio de amplificações 

isotérmicas, em menos de 1 hora é possível obter resultados moleculares confiáveis, 

realizados por métodos menos complexos e mais acessíveis à população. Neste 

contexto, essa dissertação está composta por dois capítulos. O primeiro refere-se à 

revisão de literatura sobre Intolerância à Lactose, realizando uma análise referente às 

suas classificações, diagnóstico clínico, molecular e seu correto manejo. O segundo 

capítulo refere-se ao estudo experimental para avaliação de um teste molecular point of 

care (POCT) para intolerância à lactose utilizando a metodologia LAMP para a 

genotipagem do polimorfismo de nucleotídeo único -13910C>T localizado na região 

reguladora do gene LCT. A avaliação da amplificação foi realizada por meio de reações 

utilizando principalmente o método fluorescente para detecção do polimorfismo. Foram 

testadas amostras com o DNA já extraído e sequenciado nos três genótipos possíveis 

(CC, CT e TT). Para testes de otimização da reação, foram testados diferentes aditivos 

para redução de amplificações inespecíficas e melhor diferenciação dos genótipos. 

Foram encontrados resultados positivos para a amplificação do material genético. Porém 

não houve diferença significativa na intensidade de fluorescência entre os genótipos, 

mesmo após a otimização das condições da reação. Como o polimorfismo para a 

intolerância à lactose ocorre em um único nucleotídeo, para aumentar a precisão, sugere-



 

se o desenvolvimento de sondas específicas para este polimorfismo, que possam ser 

incorporadas ao teste e garantam a melhor discriminação entre os genótipos. 

Palavras-chave: Intolerância à lactose, -13910C>T, gene LCT, Lactase, POCT, LAMP, 

Teste Rápido. 



 

ABSTRACT 

Lactose is a widely consumed carbohydrate worldwide and the primary source of calories 

in milk. Lactose intolerance is a condition resulting from a reduction in the breakdown of 

the molecule by the enzyme lactase in the small intestine, allowing lactose to reach the 

colon, where fermentation occurs and causes discomfort in affected individuals. This 

condition is associated with single nucleotide polymorphisms (SNPs) present on 

chromosome 2. Molecular tests for diagnosing this condition represent a recent but 

promising approach, as they reduce the discomfort associated with current diagnostic 

tests. The Polymerase Chain Reaction (PCR) technique is considered the "gold standard" 

for molecular testing; however, it has high costs due to its complex equipment and the 

need for specialized professionals to operate it. To expand molecular testing, the Loop-

Mediated Isothermal Amplification (LAMP) technique has been introduced, which allows 

for reliable molecular results in less than one hour through simpler and more accessible 

methods. 

In this context, this dissertation comprises two chapters. The first presents a literature 

review on lactose intolerance, analyzing its classifications, clinical and molecular 

diagnosis, and proper management. The second chapter describes an experimental study 

evaluating a point-of-care molecular test (POCT) for lactose intolerance using the LAMP 

methodology for genotyping the single nucleotide polymorphism -13910C>T, located in 

the regulatory region of the LCT gene. Amplification was assessed using reactions 

primarily based on the fluorescent detection method for identifying the polymorphism. 

DNA samples with previously extracted and purified genetic material from the three 

possible genotypes (CC, CT, and TT) were tested. To optimize the reaction, different 

additives were tested to reduce nonspecific amplifications and improve genotype 

differentiation. Positive results were obtained for the detection of genetic material, as 

control samples using water showed no amplification. However, there was no significant 

difference in fluorescence intensity among the genotypes, even after optimizing the 

reaction conditions. Since lactose intolerance is caused by a single nucleotide 

polymorphism within a large gene (nearly 14,000 nucleotides), to improve accuracy, it is 



 

suggested that specific probes be developed for this polymorphism. These probes could 

be incorporated into the test to ensure better discrimination among genotypes. 

Keywords: Lactose intolerance; -13910C>T, LCT gene, Lactase, POCT, LAMP, Rapid 

Test. 
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INTRODUÇÃO  

A lactose é o principal carboidrato presente no leite, e uma das principais fontes de 

energia para o desenvolvimento e crescimento dos mamíferos em seus primeiros meses 

de vida. Nos humanos, a digestão da lactose ocorre pela fração da enzima Ꞵ-

galactosidase, a Lactase-Florisina Hidrolase (LPH), codificada pelo gene da Lactase 

(LCT) localizado na região cromossômica 2q21 (Anguita-Ruiz et al., 2020). 

Pelo fato de o leite ser a principal fonte de energia dos bebês, a atividade intestinal para 

a digestão da lactose é intensa nesta fase, porém entre as idades de 2 aos 12 anos, já é 

possível perceber a existência de dois grupos, os “Não-Persistentes a Lactase” que 

apresentam uma atividade de digestão à lactose mais baixa, condição conhecida como  

hipolactasia, e o grupo de “Persistentes a Lactase” que são os indivíduos que mantiveram 

a digestão da lactose semelhante à do nascimento (Sequeira et al., 2014). Nem todas as 

pessoas que possuem essa má-absorção da lactose irão desenvolver sintomas, porém 

quando confirmada essa condição, o seu gerenciamento deve ser realizado com a 

administração medicamentos contendo a enzima lactase para a quebra do açúcar, 

substituição por alimentos que passam por processamentos para a quebra da lactose ou 

pela exclusão de alimentos contendo lactose da dieta (Ponte et al., 2016). 

Com os avanços da biologia molecular e a maior frequência na realização de testes 

genéticos na população, foi possível observar subtipos de intolerância à lactose 

decorrente de Polimorfismos de Nucleotídeo Único (SNPs) no gene LCT, responsável 

pela expressão da lactase no ser humano (Fernandes, 2014). 

Os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) são considerados a forma mais simples 

de variação da sequência do material genético (DNA) que contribuem para que ocorram 

variações fenotípicas entre a população. Sendo eles também uma classe importante de 

biomarcadores que podem estar associados a variações nos traços antropométricos, 

riscos a alguma determinada doença ou até em resposta a alguns estímulos ambientais 

(Carlos et al., 2017).  

Um exemplo de condição associada a um polimorfismo de nucleotídeo único é a 

intolerância à lactose, que está associada ao SNP-13910C>T (rs4988235), localizado no 



 

gene MCM6 (elemento regulador do componente 6), o qual possui sequência reguladora 

do gene LCT e, consequentemente, papel chave na regulação do gene para a produção 

da enzima lactase (Carlos et al., 2017). Os indivíduos que possuem os genótipos C/T ou 

T/T, apresentam sua atividade enzimática suficientes para que a digestão da lactose 

ocorra de forma satisfatória, porém os indivíduos sem cópias do alelo T (que apresentam 

o genótipo C/C) não possuem essa mesma resposta enzimática (Carlos et al., 2017; 

Coluccia et al., 2019). 

O diagnóstico da intolerância à lactose é realizado com a avaliação da sintomatologia do 

paciente, além da realização de testes para o auxílio médico. Dentre esses testes, existe 

a dosagem da atividade da lactase, sacarose e maltose por meio de uma biópsia intestinal 

(Ponte et al., 2016), o teste respiratório de hidrogênio expirado, o qual consiste em 

detectar a produção gasosa de H2/CH4 no cólon do paciente após a ingestão de uma 

dose padrão de lactose (Coluccia et al., 2019). Também podem ser realizados testes 

laboratoriais onde a amostra de sangue venoso é coletada e então realizada a avaliação 

da capacidade de quebra da lactose pela curva glicêmica, testes de fezes para 

identificação de substâncias redutoras e pH, além de testes moleculares para avaliação 

de polimorfismos no material genético, como a PCR (Polymerase Chain Reaction) e 

LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) (Ponte et al., 2016). 

O protocolo considerado “Padrão-Ouro” para triagem e avaliação dos SNPs é a PCR, 

seguida por sequenciamento. Porém, recentemente vem sendo exploradas as técnicas 

de amplificação isotérmicas mediadas por loop (LAMP), tendo a vantagem de realizar 

todo o procedimento em menos de 1 hora, com resultados de especificidade, 

sensibilidade e acurácia altos (Carlos et al., 2017). 

Neste contexto, levando em consideração que a metodologia LAMP possui grandes 

vantagens na execução de testes moleculares em relação ao tempo de execução e 

complexidade com resultados confiáveis, no presente trabalho foi realizada a avaliação  

de um teste molecular para detecção do polimorfismo associado a intolerância à lactose 

(LCT-13910C>T) utilizando a técnica LAMP. 

Esta dissertação está dividida em dois capítulos: o capítulo I é uma revisão narrativa de 

literatura com o tema “Intolerância à Lactose: Diagnóstico Clínico e Molecular”. O capítulo 



 

II é o trabalho experimental com o tema “Avaliação de um teste LAMP para detecção do 

polimorfismo associado a Intolerância à Lactose em um sistema point-of-care”, sendo que 

o capítulo I está adequado às normas da Revista de Ciências Médicas e Biológicas 

(Anexo I) e a sua submissão foi enviada em maio de 2024. Já o capítulo II está de acordo 

com as normas da revista Arquivos de Ciências da Saúde da UNIPAR (Anexo II). 

  



 

1 CAPÍTULO I  

Artigo de Revisão Bibliográfica (Revista de Ciências Médicas e Biológicas) 
Intolerância à Lactose: Diagnóstico Clínico e Molecular. 

Lactose Intolerance: Clinical and Molecular Diagnosis and Management. 

 

Carolina Melchioretto dos Santos ¹, Ilton Santos da Silva ², Márcia Regina Pincerati ². 

¹ Acadêmica do Mestrado profissionalizante de Biotecnologia Industrial da Universidade 

Positivo; ² Professor(a) do Mestrado profissionalizante de Biotecnologia Industrial da 

Universidade Positivo. 

Resumo 

A intolerância à lactose é uma condição causada pela deficiência enzimática no intestino 

delgado que resultará em uma redução na quebra da lactose pela lactase. A ausência da 

hidrólise da lactose em glicose e galactose permite que a lactose avance até o cólon, 

gerando uma fermentação que causará desconfortos abdominais. Esta condição está 

associada a polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) presentes principalmente no 

cromossomo 2, como as variantes LCT-13910C>T e LCT-22018G>A, ambas localizados 

no gene MCM6. Atualmente, além dos exames tradicionais de diagnóstico de intolerância 

à lactose, a exemplo do teste bioquímico de curva glicêmica, o teste de hidrogênio 

expirado, avaliação de lactose, maltose e sacarose via biópsia intestinal e testes não 

invasivos que avaliam a presença de substâncias redutoras nas fezes, também podem 

ser realizados testes moleculares para identificação destes SNPs. Para uma avaliação 

genética, testes que utilizam a metodologia PCR (Polymerase Chain Reaction) são 

utilizados, porém com limitações para escalonar e alto custo, sendo a aplicação da 

metodologia LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification em Inglês e Amplificação 

Isotérmica mediada por Laço em português)  para análises moleculares interessante pela 

possibilidade de ampliar a escala de testagem na população, com um baixo custo e 

agilidade na liberação do resultado, dando um diagnóstico adequado, tornando possível 

o manejo correto da doença, evitando alimentos que contenham a lactose em sua 

composição, a fim de evitar o aparecimento dos sintomas, ou administrando medicações 

que contenham a lactase para realizar a quebra do dissacarídeo e o uso de probióticos. 



 

Pode-se optar também pelo consumo de alimentos que tenham passado por processos 

de filtração específicos para a quebra do açúcar. Este artigo tem como objetivo 

apresentar uma revisão com as principais características da doença, trazendo também 

abordagens moleculares sobre o gene e os polimorfismos de nucleotídeo único 

relacionados à intolerância à lactose. 

Palavras-chave: Persistência à lactase, Terapêutica, gene MCM6, gene LCT, LAMP.  

Abstract 

Lactose intolerance is a condition caused by enzymatic deficiency in the small intestine, 

leading to a reduction in lactose breakdown by lactase. The absence of lactose hydrolysis 

into glucose and galactose allows lactose to reach the colon, where fermentation occurs, 

causing abdominal discomfort. This condition is associated with single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) mainly present on chromosome 2, such as the LCT-13910C>T 

and LCT-22018G>A variants, both located in the MCM6 gene. Currently, in addition to 

traditional diagnostic tests for lactose intolerance - such as the biochemical glycemic curve 

test, the hydrogen breath test, lactose, maltose, and sucrose assessment via intestinal 

biopsy, and non-invasive tests that evaluate the presence of reducing substances in 

feces—molecular tests can also be performed to identify these SNPs. For genetic 

evaluation, tests using the Polymerase Chain Reaction (PCR) methodology are 

employed. However, PCR has limitations in terms of scalability and high costs. The 

application of the Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) methodology for 

molecular analysis is particularly interesting, as it allows for large-scale testing at a lower 

cost and with faster result processing. This enables an accurate diagnosis, making it 

possible to properly manage the condition by avoiding lactose-containing foods to prevent 

symptoms or by administering lactase-containing medications to break down the 

disaccharide, as well as using probiotics. Additionally, individuals may opt for consuming 

foods that have undergone specific filtration processes to break down lactose. This article 

aims to present a review of the main characteristics of lactose intolerance, also covering 

molecular approaches related to the gene and the single nucleotide polymorphisms 

associated with the condition. 

Keywords: Lactase Persistence, Therapeutics, MCM6 gene, LTC gene, LAMP. 



 

2 Introdução 

A lactose, principal carboidrato do leite, é crucial para o desenvolvimento dos 

mamíferos. Sua digestão depende da enzima Lactase-Florisina Hidrolase (LPH), 

codificada pelo gene Lactase (LCT) no cromossomo 2q211. A intolerância à lactose 

resulta na redução dessa enzima na mucosa intestinal, conhecida como Não-Persistência 

da Lactase (LNP)2. Isso leva a quebra do açúcar pouco eficiente, causando efeito 

osmótico no intestino, aumentando água e eletrólitos, e resultando em sintomas como 

dor abdominal e diarreia3. 

Estudos mostram variações na prevalência da intolerância à lactose globalmente: 

30,5% em crianças asiáticas de 11 a 13 anos4,5; hispânicos entre 50% e 80%; adultos 

chineses em cerca de 55,1%; e afro-americanos entre 60% e 80%5. Alguns países 

asiáticos e populações indígenas têm quase 100% de prevalência6. 

O diagnóstico baseia-se nos sintomas e pode incluir testes bioquímicos, de 

hidrogênio expirado, fezes, biópsias intestinais e testes moleculares9. 

3 Metodologia 

Trata-se de uma revisão narrativa de literatura, em que foram selecionados artigos 

científicos indexados nas bases de dados do Google Acadêmico, US National Library of 

Medicine National Institutes of Health (PubMed), e na plataforma de literatura acadêmica 

da editora Elsevier (ScienceDirect).  

Foram incluídos artigos sobre a lactose e os carboidratos; artigos que descrevem 

sobre as classificações fisiológicas da intolerância à lactose, artigos que trazem 

informações sobre metodologias de diagnóstico e formas de manejo e tratamento. 

Utilizou-se tanto artigos experimentais como de revisão, escritos na língua inglesa e 

portuguesa, encontrados nas bases de dados já citadas, cujas publicações ocorreram em 

até 35 anos, em comparação ao ano deste estudo. Foram excluídos da busca artigos que 

não abordaram sobre a Intolerância à Lactose, que não abordaram sobre a biologia 

molecular da Intolerância à Lactose e que estivessem fora do período de busca 

selecionado. 

Os trabalhos foram localizados utilizando o vocabulário Intolerância à Lactose, 

Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNP), Lactose, Terapêutica, Persistência à lactase, 



 

gene LCT, gene MCM6 e seus equivalentes. Foi realizada uma leitura seletiva dos títulos 

e uma análise do resumo dos artigos.  

 

4 Resultados e Discussão 

CARACTERÍSTICAS GERAIS SOBRE O METABOLISMO DA LACTOSE  

Os carboidratos são macronutrientes essenciais e fundamentais na dieta, sendo a 

principal fonte de energia do organismo9,10. Eles se apresentam como açúcares livres, 

como monossacarídeos e dissacarídeos (exemplos: frutose, sacarose, lactose), e 

oligossacarídeos e polissacarídeos (exemplos: dextrinas, amido, glicogênio, celulose)7. 

Predominam nas células vegetais, exceto a lactose e o glicogênio, presentes em células 

animais7. 

A lactose é sintetizada nas glândulas mamárias, sua concentração varia entre 

espécies, sendo aproximadamente 7% nos humanos e 5% no leite de vaca11. É composta 

por uma molécula de galactose ligada a uma de glicose, digerida por meio de hidrólises 

no intestino delgado pelas dissacaridases12. Esta quebra da lactose em monossacarídeos 

é realizada por uma proteína expressa nas microvilosidades intestinais denominada 

lactase-florizina hidrolase, mais conhecida como lactase13. 

Quando a atividade da enzima lactase se encontra abaixo do esperado (hipolactasia), 

a lactose tem espaço para avançar do intestino delgado até o cólon, onde ocorrerá uma 

fermentação por meio de bactérias anaeróbias que irão converter a lactose em ácidos 

orgânicos de cadeia curta como o ácido acético, propiônico e butírico, e fará a liberação 

de gases como o dióxido de carbono (CO²), hidrogênio (H²) e metano (CH4)12.  

Parte dos gases é liberada como flatos, parte é absorvida e exalada pelos pulmões. 

Os ácidos graxos de cadeia curta são absorvidos e metabolizados pelo cólon7. A 

sobrecarga do cólon pode causar sintomas como cólicas abdominais, flatulência, diarreia 

e inchaço devido à distensão intestinal11,12. 

OS POLIMORFISMOS E OS GENÓTIPOS 

A correlação entre persistência ou não-persistência da lactase está ligada a variações 

genéticas existentes no gene da lactase (LCT), e não a variantes na região codificadora 



 

do gene, corroborando com a redução da síntese de lactase, tendo ligação direta com 

fatores como a idade do paciente12.  

As evidências de que a persistência à lactose e a não persistência à lactose são 

controladas por uma variante reguladora do elemento de ação cis voltada para a direção 

a montante do gene LCT (região 5’) foram identificadas por meio de diversos trabalhos 

realizados com famílias finlandesas17. Existem diversos polimorfismos de acordo com 

cada população que podem desencadear uma alteração na atividade enzimática da 

lactase, entretanto, foram observadas duas principais variantes associadas ao fenótipo 

de não-persistência da lactase: uma variante polimórfica, LCT-13910C>T (rs4988235), 

no íntron 13 do gene MCM6, região controladora da expressão da lactase localizada a 

13.910 bp (pares de base) do códon inicial do gene LCT, enquanto a variante LCT-

22018G>A (rs182549), localizada no íntron 9 do gene MCM6, está a montante 22.018 bp 

do lócus do gene LCT8.  

Os mecanismos epigenéticos são frequentemente atribuídos à variação de 

transcrição dentro do mesmo tipo celular, determinando assim a identidade celular e 

causando algumas alterações nas funções genômicas em resposta ao envelhecimento e 

aos sinais ambientais. A metilação do DNA, um mecanismo epigenético, é um fato de 

extrema importância no processo de regulação para a expressão gênica durante a 

diferenciação de diversos tecidos autorrenováveis, como é o caso do tecido intestinal17. 

 A não persistência da lactase ocorre devido ao acúmulo de metilação de DNA com 

a idade. Pesquisas sugerem que haplótipos da não persistência à lactose contendo o 

alelo -13910>C acumulam citosinas modificadas que silenciam os elementos reguladores 

do LCT ao contrário do haplótipo contendo o alelo -13910>T. Este envelhecimento 

epigenético pode ser responsável pela redução da atividade da lactase em diferentes 

populações humanas17. 

Outros SNPs estão associados ao fenótipo de persistência e não-persistência da 

lactase e podem ser verificados na tabela 1. No estudo realizado por Anguita-Ruiz et al.1 

(2020), foi descrito que o SNP mais frequente na população mundial foi o LCT-13910C>T. 

Já a variante LCT-13495C>T apresenta prevalência em 50% na população espanhola, 

italiana e portuguesa, observando uma prevalência superior a 15% nestes casos. Já na 

Península Arábica e na África Oriental, foram observadas quatro diferentes mutações 



 

associadas à persistência à lactose, sendo elas LCT-13907C>G (rs41525747), LCT-

13915T>G (rs41380347), LCT-14009T>G (rs820486563) e LCT-14010G>C 

(rs145946881), todas estando agrupadas no íntron 13 do gene MCM6. Para populações 

americanas, a variante mais encontrada é a LCT-13910C>T1. 
 

Tabela 1 - Frequências de alelos associados a intolerância à lactose 
diferenciadas por país/população. 

País/População 
Tipo e frequência alélica (%) 

LCT-
13910C>T 

LCT-
13915T>G 

LCT-
14010G>C 

LCT-
13907C>

G 

LCT-
14009T>

G 
Finlândia 58,1 - - - - 
Tasmânia - - 31,9 - - 
Sudão (Afroasiático Beja - - - 20,6 - 
Itália (Nordeste) 23,7 - - - - 
Itália (Centro-Norte) 13,3 - - - - 
Etiópia (Amárico) - 13,2 - - - 
Arábia Saudita - 59,4 - - - 
Etiópia (Afar) - 15 - 20 - 
Etiópia (Pastores de 
Camelo Somalis) 

1,9 5,1 0,5 5,6 1,4 

Xhosa (África do Sul) - - 12,8 - - 
Jordânia - 39,1 - - - 
Chile (Ameríndios) 5,8 - - - - 
Brasil (Caucasianos) 24,7 - - - - 
Brasil Afro-descendentes) 18,3 - - - - 
Quênia - - 27,6 - - 
Estônia 51,4 - - - - 
Ilhas Canárias 36,5 - - - - 
Chile (Hispânicos) 22 - - - - 
Hungria 35,9 - - - - 
Rússia (Norte) 38,9 - - - - 
EUA (Afro-descendentes) 9 - - - - 
Mali 37 - - - - 

 

Fonte: Kuchay, 2020; Mattar et al, 2012. 

 

Estudos epidemiológicos relatam que a maior taxa de prevalência da Intolerância à 

Lactose está em populações onde historicamente possuem um consumo de alimentos 

oriundos da agricultura. Estas populações apresentaram uma redução na expressão da 



 

enzima lactase e um aumento na população intolerante. Estão presentes nesse grupo as 

populações africanas, países da América Latina, sul da Europa, a região do 

Mediterrâneo, sul da Itália, Grécia, Ásia e população judaica. Já as populações que 

possuem uma alta atividade agropecuária e, portanto, alto consumo de laticínios, a 

Persistência à Lactose atinge quase 100% de prevalência populacional, casos do norte 

da Europa, América do Norte e Oceania18. 

No Brasil, apesar de a população possuir uma ancestralidade Africana de proporção 

importante, estudos realizados avaliando DNA mitocondrial indicaram que os imigrantes 

africanos que vieram ao país na época da escravidão foram de regiões onde o SNP-

13910C>T era prevalente, entretanto este polimorfismo de mutação no alelo C para o T 

do gene -13910 na população negra brasileira está presente em somente 20% do grupo, 

sugerindo assim uma alta miscigenação com populações Europeias que possuem uma 

alta prevalência de Intolerância à Lactose, e pelo fato de o Brasil ser um país extenso e 

de população bem diversificada, as proporções da condição de intolerância à lactose são 

diferentes dependendo da região, como demonstrado na tabela 219. 

 

Tabela 2 - Prevalência de Intolerância à Lactose nas regiões do Brasil 
Região 

brasileira Etnia Prevalênci
a (%) N avaliado Estudo 

Sul 
Caucasianos 46 

70 Sparvoli, 
1990 Ascendência 

africana 73 

Sul Caucasianos 5,2 225 Pretto et al., 
2002 Não-Caucasianos 15,5 

Sudoeste 

Caucasianos 45 

80 Séva-
Pereira, 1982 

Ascendência 
africana 85 

Asiáticos 100 

Sudoeste Caucasianos 53,2 115 Escoboza et 
al., 2004 Não-Caucasianos 91,3 

Sudoeste 

Caucasianos 57 

567 Mattar et al., 
2010 

Mulatos 57 
Ascendência 

africana 80 

Ascendência 
Japonesa 100 



 

Centro-Oeste 
População 
Indígena 
(Terenas) 

89,3 251 Alves et al., 
2002 

Nordeste 

Tri-hibridos 
(Caucasianos, 
Ascendência 

africana e 
Asiático) 

75,5 37 Sparvoli, 
1989 

Sul, Sudeste 
e Norte 

Brasileiros 
(Ascendência 

africana) 
68,1 

981 Friedrich et 
al., 2012 Brasileiros 

(Ascendência 
europeia) 

48,6 

Adaptado de: Queiroz et al, 2019. 

MÉTODOS DIAGNÓSTICOS FREQUENTES 

Um método comum de diagnóstico da intolerância à lactose (IL) é o teste de 

tolerância à lactose, uma variação do teste de glicemia. O paciente realiza uma coleta de 

sangue em jejum para estabelecer a glicemia basal. Em seguida, ingere uma solução de 

lactose diluída em água, com amostras de sangue coletadas em intervalos de 30 minutos 

até 2 horas15,9. Interpreta-se o resultado com base no aumento da glicemia em relação 

ao basal: menos de 20 mg/dL indica baixa absorção de lactose (grupo "não-persistente 

à lactase"), enquanto um aumento de 25 mg/dL ou mais sugere atividade normal. 

Resultados entre 20 e 25 mg/dL são considerados indeterminados15. 

Outra opção é o Teste do Hidrogênio Expirado, um método confiável que avalia a 

intolerância à lactose medindo o hidrogênio liberado pela fermentação da lactose não 

absorvida pela flora intestinal. O teste utiliza um analisador portátil de hidrogênio, e um 

aumento de 20 ppm indica má-absorção de lactose20. 

TÉCNICAS MOLECULARES PARA IDENTIFICAÇÃO DA INTOLERÂNCIA À 
LACTOSE 

A amplificação de ácidos nucleicos é uma ferramenta que possui um grande papel 

como biomarcador na medicina clínica para auxiliar no diagnóstico de doenças 

infecciosas, distúrbios e avaliação de marcadores genéticos21. Desde o início desses 

estudos, a reação em cadeia da polimerase (PCR) com o sequenciamento de Sanger 



 

tem sido uma técnica amplamente aplicada para o diagnóstico de alterações de ácidos 

nucleicos, se tornando a técnica considerada “padrão-ouro” para este tipo de análise20. 

A intolerância à lactose, por possuir fatores genéticos associados com a diminuição 

da atividade da lactase, pode ser diagnosticada de maneira satisfatória por meio de 

exames moleculares que permitem a genotipagem via técnica de Sanger seguido pela 

amplificação pela técnica de PCR.  

A complexidade e os altos custos dos equipamentos necessários para a realização 

de testes de PCR restringem o método a possuir um maior alcance à população, e, com 

isso, formas alternativas foram desenvolvidas, que é o caso do AS-LAMP, Alelo Specific- 

loop-mediated isothermal amplification (em português: Alelo Específico-Amplificação 

Isotérmica mediada por Laço)24. Justamente pelo fato de a técnica de PCR possuir 

algumas particularidades que dificultam sua testagem em massa, esta técnica alternativa 

com finalidade semelhante a PCR vem sendo cada vez mais explorada.  

A metodologia de AS-LAMP tem sua amplificação realizada em uma temperatura fixa, 

o que torna seus equipamentos menos complexos, podendo ser utilizado então como 

uma metodologia de testagem molecular mais rápida26. No Brasil, ainda não existe teste 

de Intolerância à Lactose que utilize a metodologia AS-LAMP para a liberação de 

resultados, porém a metodologia vem crescendo nos últimos meses e ganhando mercado 

pela confiabilidade, agilidade para a liberação de um resultado, além da baixa 

complexidade que o equipamento requer. 

Dessa forma, o desenvolvimento de testes moleculares utilizando a metodologia AS-

LAMP é uma abordagem não tão difundida, porém que vem ganhando cada vez mais 

espaço de discussão devido a suas vantagens perante a metodologia PCR quando se 

fala em relação a custo, diagnósticos de qualidade e escalabilidade.  

 

5 Conclusão  
A intolerância à lactose é uma condição associada com polimorfismos na região 

reguladora do gene LCT que expressa a enzima lactase, na qual a frequência do 

polimorfismo associado pode variar de acordo com a população.   



 

O Brasil, por possuir população com traços principalmente africanos e europeus, 

possui uma frequência de intolerância à lactose de aproximadamente 21% e o genótipo 

a variante de maior frequência é o LCT-13910C>T.  

Atualmente a forma mais comum de identificação da intolerância à lactose é por meio 

de testes da curva glicêmica, teste em que para obtenção do resultado positivo ou 

negativo para esta condição, o paciente se submete a uma carga considerável desse 

açúcar, que irá desencadear todos os sintomas já conhecidos e que geram grandes 

desconfortos. 

Testagens com exames moleculares utilizando o sequenciamento de Sanger seguido 

pela amplificação via PCR vem sendo cada vez mais utilizados com o passar dos anos, 

porém, por seus altos custos, alta complexidade e baixa escalabilidade, faz com que não 

seja tão difundido quanto poderia. Já o AS-LAMP que tem a capacidade de realizar a 

amplificação do alvo exponencialmente em temperatura constante, em um tempo de 

processamento inferior à técnica considerada “padrão-ouro” para análises moleculares 

(atualmente a o sequenciamento em sequência da PCR), e mesmo assim apresentar 

resultados satisfatórios para diagnóstico e uma oportunidade promissora para 

desenvolvimento de testes diagnósticos moleculares. 

Considerando a intolerância à lactose uma condição que o seu teste de diagnóstico 

é um teste de grande desconforto no paciente, opção como o AS-LAMP se torna ainda 

mais interessante para ser explorado como metodologia de diagnóstico. 
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Resumo  

Pela grande relevância dos Polimorfismos de Nucleotídeos Únicos (SNPs) como 

biomarcadores para o diagnóstico de condições relacionadas a variações na sequência 

de DNA, é necessário que existam estratégias simples e diretas para fornecer os 

resultados à população. Com o avanço na área, a técnica de amplificação isotérmica tem 

se mostrado em constante evolução e por este motivo, estudos vêm sendo investidos 

progressivamente para o desenvolvimento de testes baseados em Alelo Específico-

Amplificação Isotérmica Mediada por Loop (AS-LAMP). Neste trabalho, foi realizada a 

avaliação de um teste para detecção de um SNP associado à intolerância à lactose, 

utilizando a técnica de Amplificação Isotérmica Mediada por Loop (AS-LAMP), em um 

sistema point-of-care (POC). O SNP estudado é o LCT-13910C>T, um dos polimorfismos 

associados a intolerância à lactose com maior frequência na população brasileira. Para 



 

isso, foram realizados testes com diferentes formatações, tendo a base dos testes sendo 

desenvolvida de duas maneiras: uma com aditivos para uma análise fluorescente e uma 

avaliação colorimétrica com diferenciação via alteração de pH. Os resultados mais 

promissores foram no teste utilizando a fluorescência como princípio de amplificação, 

porém não foi encontrado um período (em minutos) em que se fizesse possível diferenciar 

os diferentes genótipos na reação. Dessa forma, o presente trabalho sugere a 

necessidade de incluir sonda fluorescente específica para cada  alelo alvo na reação, 

para os diferentes genótipos associados à condição sejam adequadamente 

discriminados. 

Palavras-chave: SNP, Intolerância à Lactose, AS-LAMP, POCT (Point od Care Testing), 

Amplificação Isotérmica 

Abstract 

Due to the significant relevance of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) as 

biomarkers for diagnosing conditions related to variations in DNA sequences, it is 

essential to have simple and direct strategies to provide results to the population. With 

advancements in the field, isothermal amplification techniques have been continuously 

evolving. For this reason, studies have increasingly focused on developing tests based 

on Allele-Specific Loop-Mediated Isothermal Amplification (AS-LAMP). In this study, we 

evaluated a test for detecting an SNP associated with lactose intolerance using the AS-

LAMP technique in a point-of-care (POC) system. The SNP studied was LCT-13910C>T, 

one of the most frequently occurring polymorphisms associated with lactose intolerance 

in the Brazilian population. To achieve this, tests were conducted with different formats, 

with two primary approaches: one incorporating additives for fluorescence-based analysis 

and another using a colorimetric evaluation based on pH variation. The most promising 

results were obtained with the fluorescence-based test as the amplification principle. 

However, no specific time frame (in minutes) was identified that would allow for clear 

differentiation of the genotypes during the reaction. Therefore, this study suggests the 

need to include a specific fluorescent probe for each target allele in the reaction to ensure 

proper discrimination among the different genotypes associated with this condition. 

Keywords: SNP, Lactose Intolerance, AS-LAMP, POCT, Isothermal Amplification. 



 

Resumen 

Debido a la gran relevancia de los Polimorfismos de Nucleótido Único (SNPs) como 

biomarcadores para el diagnóstico de condiciones relacionadas con variaciones en las 

secuencias de ADN, es fundamental contar con estrategias simples y directas para 

proporcionar resultados a la población. Con los avances en el área, la técnica de 

amplificación isotérmica ha demostrado una evolución constante. Por esta razón, se han 

incrementado los estudios para el desarrollo de pruebas basadas en la Amplificación 

Isotérmica Mediada por Bucle Específica de Alelo (AS-LAMP). En este estudio, se evaluó 

una prueba para la detección de un SNP asociado a la intolerancia a la lactosa utilizando 

la técnica AS-LAMP en un sistema de punto de atención (POC). El SNP analizado fue 

LCT-13910C>T, uno de los polimorfismos asociados a la intolerancia a la lactosa con 

mayor frecuencia en la población brasileña. Para ello, se realizaron pruebas con 

diferentes formatos, desarrollando dos enfoques principales: uno con aditivos para un 

análisis basado en fluorescencia y otro con una evaluación colorimétrica mediante 

variación del pH. Los resultados más prometedores se obtuvieron con la prueba basada 

en fluorescencia como principio de amplificación. Sin embargo, no se identificó un período 

específico (en minutos) en el que fuera posible diferenciar claramente los distintos 

genotipos durante la reacción. Por lo tanto, este estudio sugiere la necesidad de incluir 

una sonda fluorescente específica para cada alelo objetivo en la reacción, con el fin de 

garantizar una adecuada discriminación de los diferentes genotipos asociados a esta 

condición. 

Palabras clave: SNP, intolerancia a la lactosa, AS-LAMP, POCT, amplificación 

isotérmica. 

1 Introdução 

Os polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) representam a forma mais simples 

e difundida de variação da sequência genética, chegando a números próximos a 96% 

(1000 Genomes Project Consortium, 2015) das variações genéticas presentes no 

genoma humano, tendo, portanto, uma grande contribuição na variabilidade fenotípica 

entre indivíduos. Esta classe também se torna muito relevante na correlação com a 

predisposição a determinadas doenças, na eficácia de medicamentos e até em relação a 



 

sua toxicidade, além de mudanças causadas por estímulos ambientais, sendo os SNPs 

portanto um importante biomarcador (Zhang et al., 2016). 

Um exemplo de doença relacionada à polimorfismos de um único nucleotídeo é a 

intolerância à lactose. A intolerância à lactose é uma condição causada pela deficiência 

enzimática no intestino delgado que resultará em uma redução na quebra da lactose pela 

lactase. A ausência da hidrólise da lactose em glicose e galactose permite que a lactose 

avance até o cólon, gerando uma fermentação que causará desconfortos abdominais. 

Esta condição está relacionada aos polimorfismos de nucleotídeo único que afetam a 

expressão do gene, alterando a capacidade da enzima lactase funcionar adequadamente 

(Misselwitz et al., 2013). 

O gene que codifica a lactase (LCT) apresenta 49 kb e está localizado na região 

cromossômica 2q21. É composto por 17 exons, sendo transcritos em um RNAm de 6 kb 

(Mattar et al., 2010). Estudos realizados por Ennatah et al. (2002) identificaram em 

portadores de hipolactasia a presença do polimorfismo LCT-13910C>T, localizado acima 

do lócus LCT, no íntron 13 do gene MCM6 (manutenção de microcromossomo tipo 6). 

Os indivíduos com genótipos homozigotos C/C apresentaram sintomas relacionados à 

intolerância à lactose, já os genótipos C/T ou T/T se apresentaram tolerantes à lactose 

(Sahi et al., 1973). 

O protocolo considerado “padrão-ouro” para identificação de SNPs é a Reação de 

Cadeia Polimerase (PCR) seguido do sequenciamento de Sanger (Fietto et al., 2021), 

porém, apesar de ser considerada o “padrão-ouro”, esta técnica pode apresentar 

algumas limitações para uma alta escala de testagem, como exemplo a sua 

complexidade de execução, os equipamentos sofisticados que realizam ciclagem térmica 

e módulos de imagem, além de períodos longos de incubação da amostra (superiores a 

1 hora) (Varona et al., 2021). 

Com o intuito de transpor alguns dos pontos mencionados anteriormente, surgiu a 

técnica de Alelo Específico-Amplificação Isotérmica Mediada por Loop (AS-LAMP), 

passando a ser possível realizar a amplificação do alvo em tempos inferiores a 1 hora em 

uma temperatura fixa entre 60ºC e 65ºC, utilizando equipamentos menos complexos 

(Varona et al., 2021). A técnica de AS-LAMP se baseia no deslocamento da dupla fita de 

DNA e síntese complementar realizada pela enzima Bst DNA polimerase, fazendo assim 



 

possível a amplificação do alvo mesmo que em baixas concentrações (como 01 atomolar) 

e ao término da reação ser encontrado aproximadamente 109 - 1010 cópias de DNA alvo 

(Fé, 2018). 

Para que uma reação de amplificação AS-LAMP ocorra, é necessário que sejam 

utilizados um conjunto de 04 inicializadores (primers), sendo eles: 02 iniciadores externos 

F3 (foward outer primer) e B3 (backward outer primer); 02 iniciadores internos FIP 

(forward internal primer) e BIP (backward internal primer) que reconhecem até 6 

sequências distintas do DNA alvo (Fé, 2018). Este mecanismo cria um produto inicial de 

DNA em forma de grampo que será amplificado de forma exponencial e cíclica, 

produzindo concatâmeros com diversas repetições invertidas do DNA alvo (Carlos et al., 

2017). 

A detecção do DNA alvo em ensaios de AS-LAMP pode ser realizada através de 

diversas abordagens diferentes. Uma delas seria a amplificação por fluorescência, que 

possui sondas fluorescentes ligadas a fluoróforos, na qual quando a amostra for 

complementar ao alvo do teste, ocorrerá a formação de grampos para uma reação 

positiva e conforme os grampos se formam, os fluoróforos vão sendo liberados no meio 

líquido, gerando a reação fluorescente. Outro método é a colorimetria, onde a 

diferenciação do positivo é realizada por meio da variação do pH que ocorre quando os 

grampos formados em uma reação positiva têm como produto os prótons que geram uma 

alteração no pH, e pela adição de corantes sensíveis a essa alteração, gera-se uma 

alteração na cor (Thi et al., 2020). 

O fato de não se fazer necessário o uso de termocicladores e da possibilidade de seu 

diagnóstico ser a olho nu ou por meio de sensores digitais simples, essa técnica vem 

sendo enquadrada com sucesso nas configurações de um point-of-care (POC) (Raddatz 

et al., 2022). 

O objetivo do trabalho foi desenvolver um teste molecular de AS-LAMP com 

capacidade de identificar o polimorfismo relacionado a intolerância à lactose utilizando a 

abordagem de alteração de pH ou fluorescência para detecção do SNP LCT-13910C>T 

onde o teste apresentará 2 tubos, sendo um para a detecção do alelo C e o outro para o 

Alelo T, sendo a interpretação do genótipo realizado através do resultado conjunto de 

amplificação dos tubos.  



 

2 Materiais e Métodos 

2.1 Amostras 

As amostras utilizadas para o estudo foram adquiridas via uma parceria com o 

laboratório de Genética Molecular Humana da Universidade Federal do Paraná (UFPR). 

As amostras utilizadas foram coletadas de indivíduos brasileiros afrodescendentes da 

região Sul do Brasil (Alves et al., 2021). As amostras de sangue tiveram o DNA extraído 

ou pelo método do fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (Sambrook et al., 1989) ou pelo 

método de salga (Lahiri et al., 1991). 

As amostras foram entregues pela Universidade Federal do Paraná já submetidas ao 

sequenciamento pelo método de Sanger de um fragmento de 594 bp no gene MCM6 

incluindo o SNP LCT-13910 (dbSNP rs4988235). Este fragmento foi amplificado por PCR 

em um termociclador Mastercycler EP Gradient S® (Eppendorf). Os produtos do PCR 

foram purificados utilizando as enzimas exonuclease I e Fosfatase Alcalina (Thermo 

Fisher Scientific) no termociclador citado anteriormente em 37ºC durante um período de 

1h e a 80ºC por 15 minutos. O sequenciamento foi realizado utilizando o forward primer 

5’-GGCAGGGGTTTGGAACTTTCA-3’ e o reverse primer 5’--

CTGTTGAATGCTCATACGACCA-3’. As reações para o sequenciamento consistiram em 

um primeiro passo de 95ºC por 1 minuto, seguidos por 25 ciclos de 95ºC por 10 segundos, 

50ºC por 5 segundos e 60ºC por 4 minutos. Os produtos deste sequenciamento foram 

purificados com etanol (Merck) e ressuspendidos em Hi-Di Formamida (Life 

Technologies) (Alves et al., 2021). 

2.2 Desenho de primer para o SNP LCT -13910C>T 

O desenho do conjunto de primers para o desenvolvimento do exame foi baseado na 

sequência de nucleotídeos elaborada por Carlos et al. (2017), porém adaptações de 

proporções dos conjuntos de primers foram realizadas para compor a mistura de reação 

para detecção do alelo Mutado (C) e do alelo “Wild-type” (T). 

 



 

Tabela 3 – Sequência de Primers para a genotipagem do SNP do LCT – 
13910C>T (dbSNP rs4988235). 

Nome Sequência (5’-3’) 

LAMPMCM6-B3 TAAAACTAGGAAAACGCAGG 

LAMPMCM6-F3wt GGCAATACAGATAAGATAATGTAGT 

LAMPMCM6-F3mut GGCAATACAGATAAGATAATGTATC 

LAMPMCM6-BIP TCCACGAGGATAGGTCAGTGGAAGATGGGACGCTTGAA 

LAMPMCM6-FIP TGCAGGGCTCAAAGAACAATCTAACTGGCCTCAAAGGAACTC 
Fonte: Os Autores, 2024 baseado em Carlos et al., 2017. 

2.3 Detecção dos alelos  

Cada conjunto de primer possui uma sequência de nucleotídeos específica para a 

detecção ou do alelo T para o caso do Primer denominado “Wild-Type” ou a detecção do 

alelo C para o primer aqui mencionado como “Mutado”. Para que seja possível classificar 

se o indivíduo possui ou não o polimorfismo de nucleotídeo único na região LCT-

13910C>T será necessário a interpretação conjunta das reações com os diferentes 

conjuntos de primers que estão representados no esquema abaixo: 

 

Figura 1 - Esquema do conjunto de primers Mutado e “Wild-type” para os 3 
diferentes genótipos e o seu resultado após submetido às condições do teste 

como tempo e temperatura. 

 

Legenda: A coloração avermelhada representa o estado basal da reação quando não é detectado na solução 
a presença do DNA-alvo, não tendo a amplificação do DNA e, portanto, representa um resultado considerado 



 

negativo. Já na reação que apresenta coloração amarelada, indica que houve a amplificação do DNA-alvo, 
sendo um resultado positivo para a reação molecular. 

Fonte: Os Autores, 2024. 

Para a revelação da amplificação do teste, existem diferentes metodologias e 

corantes. Neste trabalho, levando em consideração desenvolvimentos realizados no 

laboratório de Biologia Molecular da Hilab, os modelos mais explorados foram a 

colorimetria e a fluorimetria. Na colorimetria, o princípio é uma análise visual de alteração 

de cor, sendo possível portanto, a identificação do resultado a olho nu. Já na fluorimetria, 

temos a excitação dos ativos fluorescentes presentes na amostra pela luz ultravioleta 

(UV) emitida pelo equipamento, com isso, é possível identificar a reação fluorescente, 

porém com sua visualização sendo possível somente através de sistemas e 

equipamentos, visto que a luz UV não é visível no espectro de cor dos seres humanos. 

2.4 Descrição das concentrações para a criação dos primers base para a reação 
(V.01) 

Para compor a primeira versão da mistura de reação para o teste (V.01), para cada 

tubo de primer (Wild-type e Mutado) de concentração 1x, foi utilizado 1,6 mM dos primers 

inicializadores FIP e BIP e 0,2 mM de B3 e F3, 1 X de Isothermal Buffer, 6 mM de Sulfato 

de Magnésio (MgSO4), 1,4 mM de dNTP, 0,4 U/µL DNA Polimerase (Bst NEB), 10 ng/µL 

de amostra, água livre de DNAse e para a leitura fluorescente os insumos utilizados foram 

1 X de ROX, 5 µM de Syto 9. 

2.5 T001: Otimização de reação para leitura fluorescente e colorimétrica 

Nesta etapa denominada T001, foram realizados dois testes distintos em um único 

mix de primers, pois o objetivo estava na identificação de amplificação colorimétrica, e 

para isso foram adicionados corantes indicadores de pH e também a adição de um 

fluoróforo para a revelação por fluorescência. 

O teste realizado teve como objetivo replicar o protocolo utilizado no artigo base de 

Carlos et al., 2017 utilizando algumas adaptações para a metodologia colorimétrica. Para 

sua execução, foi produzida uma segunda versão do mix de primers denominado como 

V.02, em que as proporções de FIP e BIP foram atualizadas para 1:4 em relação ao F3 



 

e B3 (em cada um dos primers - Wild-type e Mutado), diferente da V.01 mencionada no 

tópico anterior.  

 

Tabela 4 – Composição do mix de reação para o T001. 

Insumo Concentração Unidade 

Tris-HCl 0,5 
mM 

Tween 20 0,1 % 

KCl 50 mM 

(NH4)2SO4 10 mM 

MgSO4 2 mM 

Betaína 1,6 M 

MgCl2 4 mM 

Mix Primers V.02 0,8 mM 

dNTP + dUTP 0,2 mM 

Bst NEB 0,020 U/uL 

KOH 100 mM 1,2 mM 

Phenol Red 0,1 mM 



 

Syto 9 2 uM 

Água NF - - 

Fonte: Os Autores, 2024. 

Neste teste, foram realizadas variações de 03 temperaturas (65ºC, 66ºC e 67ºC) com 

o objetivo de identificar qual seria a temperatura ótima para a reação ocorrer. Para 

realização das leituras e amplificação do teste, foi utilizado o equipamento QuantStudio 

cuja fluorescência do resultado positivo é dada pela excitação do fluoróforo Syto-9 

adicionado na reação.  

Já para a análise colorimétrica, uma solução básica de KOH foi adicionada para 

regular o pH da reação e ajustar a intensidade de vermelho, assim variações da 

intensidade do vermelho ou a sua alteração para o amarelo poderiam ser visualizadas. 

Os tubos com o primer antes de submetidos às condições de amplificação podem ser 

visualizados na imagem a seguir: 
 
Figura 2 - Tubos com primers Wild-type e Mutado antes de serem submetidos 

às condições do teste. 

 
Fonte: Os Autores, 2024. 

 



 

O objetivo deste teste foi identificar a existência de amplificação por reações 

inespecíficas tanto na reação colorimétrica quanto na reação por fluorescência, e para 

assegurar que os resultados positivos e negativos seriam verdadeiros. Para uma amostra 

verdadeiramente negativa foi adicionado água como controle negativo. Já para avaliação 

das amostras positivas, foram adicionadas amostras heterozigotas, que por sua 

característica, devem se apresentar positivas para ambas as misturas de primers.  

Para avaliar diferentes variações na quantidade de DNA que seria ideal, foram 

testadas duas concentrações de 10 ng e 50 ng de DNA por reação. Tanto a leitura visual 

quanto a leitura fluorescente foram realizadas após 150 minutos, nas três condições de 

temperatura que foram mencionadas previamente. 

Neste teste, espera-se que os tubos em que foi adicionada água como controle 

negativo permaneçam negativos na fluorescência e uma coloração avermelhada dos 

tubos em pelo menos uma das temperaturas. Já no conjunto de tubos em que foram 

adicionadas amostras heterozigotas (C/T), espera-se uma amplificação em ambos os 

primers em pelo menos uma das temperaturas selecionadas e que a coloração do meio 

migre para o amarelado. 

 

2.6 T002: Teste com mix para Fluorescência V.01 

Nesse segundo conjunto de testes, foi definido que seria testado o conjunto de 

primers utilizando somente o método fluorescente por ser uma metodologia mais robusta, 

utilizando o mix de primers V.01. A temperatura selecionada para a realização dos testes 

foi a de 66ºC por ser a temperatura ótima para os primers. O protocolo que foi utilizado 

para esses testes está demonstrado na tabela 5 a seguir. 

 

Tabela 5 – Composição do mix de reação para o T002. 

Insumo Concentração Unidade 

Isothermal Buffer NEB 1 X 

MgSO4 6 % 

Mix Primers 1,6 mM 



 

dNTP 1,4 mM 

BST NEB 0,4 U/uL 

ROX 1 X 

Syto 9 5 uM 

Amostra 10 ng/mL 

Água NF - - 
Fonte: Os Autores, 2024. 

2.7 T003: Curva de Betaína 

A Betaína é um aditivo de reação que possui como função o aumento da 

especificidade das reações moleculares (Foo et al., 2020). Com o objetivo de realizar 

uma boa diferenciação entre a curva de amplificação dos primers tanto o mutado quanto 

o wild-type, foram testadas amostras do genótipo C/C (negativo para o primer wild-type 

e positivo para o primer mutado) e T/T (positivo para o primer wild-type e negativo para o 

primer mutado).  

O teste foi realizado em triplicata e para cada tubo, foi adicionado uma concentração 

diferente de betaína, construindo assim uma curva de betaína avaliando a diferença entre 

os tempos de amplificação dos primers com as diferentes concentrações deste aditivo. 

Foram selecionadas as seguintes concentrações de Betaína: 0,4 M, 0,8 M e 1,6 M. A 

receita do mix de reação pode ser analisada na tabela 6.  

Tabela 6 – Composição do mix de reação para o T003. 

Insumo Concentração Unidade 

Isothermal Buffer NEB 1 X 

MgSO4 6 % 

Betaína 0,4/0,8/1,6 M 

Mix Primers 1,6 mM 

dNTP 1,4 mM 



 

BST NEB 0,4 U/uL 

ROX 1 X 

Syto 9 5 uM 

Amostra 10 ng/mL 

Água NF - - 
Fonte: Os Autores, 2024. 

Espera-se encontrar uma diferenciação maior entre o momento de amplificação 

verdadeiro-positivo e verdadeiro-negativo em pelo menos uma das concentrações de 

betaína testadas.  

2.8 T004: Teste com aditivos alternativos a Betaína 

Com o intuito de avaliar qual seria o melhor aditivo para suprimir as reações 

inespecíficas que podem ocorrer nos testes, foram selecionados alguns substitutos a 

Betaína para avaliar uma melhora na performance do exame e para que seja possível a 

identificação e diferenciação das amostras reagentes nos primers. Os aditivos testados 

e suas concentrações foram: Tetramethyl ammonium chloride (TMAC) a 20 mM e 40 mM; 

Formamida 2,5% e 5,0%, Trealose 100 uM e 200 uM  e por fim a Acetamida a 800 mM. 

Para cada um dos aditivos, foram testadas amostras de genótipo C/C e T/T em 

duplicatas/triplicatas para ambos os primers em um tempo total de 120 minutos. Com 

esse estudo, espera-se encontrar uma condição de aditivo que retarda a amplificação 

sem que haja o aparecimento de resultados falso-negativo. A relação dos insumos 

utilizados pode ser avaliados na tabela abaixo: 

Tabela 7 – Composição do mix de reação para o T004. 

Insumo Concentração Unidade 

Isothermal Buffer NEB 1 X 

MgSO4 6 % 

Aditivos - - 

Mix Primers 1,6 mM 



 

dNTP 1,4 mM 

BST NEB 0,4 U/uL 

ROX 1 X 

Syto 9 5 uM 

Amostra 10 ng/mL 

Água NF - - 

Fonte: Os Autores, 2024. 

3 Resultados e Discussões 

3.1 Resultados T001: Teste com primers da versão V.01 para visualização 
colorimétrica e fluorescente   

Na avaliação colorimétrica o teste apresentou virada de cor (do rosa para o amarelo) 

em todas as replicatas realizadas inclusive no controle negativo (branco), indicando 

resultados falso-positivos que podem ser observados na imagem 3. Este resultado se 

mostrou não viável para um teste com uma avaliação colorimétrica. Este resultado pode 

ser justificado pelo fato do sulfato de amônio possuir em sua característica, quando 

submetido a temperaturas elevadas, sua decomposição térmica, resultando na formação 

de produtos como amônia (NH₃) e dióxido de enxofre (SO₂), que, quando dissolvidos em 

água, podem afetar o pH da solução, resultando em variações de cor que podem ser 

interpretadas erroneamente como um resultado positivo, mesmo na ausência de 

amplificação real do DNA-alvo (Davidson, et al., 2021). 



 

Figura 3 - Tubos com primers Wild-type e Mutado após serem submetidos às 
condições do teste. 

 

Fonte: Os Autores, 2024. 

Por outro lado, na fluorescência o teste não apresentou nenhuma amplificação em 

nenhuma das variáveis testadas, (água como controle negativo, e amostras positivas de 

genótipo C/T, na qual o resultado esperado seria a amplificação para ambos os tubos de 

primers). Os testes aumentando a concentração de amostra até 50 ng/uL também não 

obtiveram sucesso. 

Os resultados discordantes entre ambas as metodologias de revelação se mostrou 

positivo, pois considerando que os resultados positivos no método colorimétrico são 

falsos-positivos decorrentes do sulfato de amônio e que a amplificação por fluorescência 

que é o método mais sensível não apresentou amplificação, podemos considerar que não 

estão ocorrendo interações entre os primers causando reações inespecíficas. 

Para os próximos passos do desenvolvimento, levando em consideração os 

resultados obtidos para a criação de um protocolo colorimétrico, existem várias 

adaptações que precisam ser executadas para que a reação fique com a coloração inicial 

correta, realizando ajustes de pH com ácidos ou bases. A fim de evitar a adição de mais 

interferentes na reação, foi então decidido prosseguir os testes utilizando apenas o 

fluoróforo e os itens base para uma reação por fluorescência, e assim que forem 



 

alcançados os resultados desejados, testes para adaptação do protocolo de reação 

fluorescente para o colorimétrico serão realizados. 

Testes utilizando o mix de primer V.01 que possui uma concentração maior de 

inicializadores FIP e BIP na mistura também podem ser uma solução para obtenção de 

sucesso de amplificação nas amostras positivas, visto que nos testes fluorescentes, não 

obtivemos amplificação.  

Levando em consideração também que a Betaína é um inibidor de reações por 

aumentar a especificidade das ligações, pensou-se em realizar testes subsequentes sem 

a utilização de Betaína para avaliar se ocorrerá ou não a amplificação das amostras. 

3.2 Resultados T002: Teste com Mix para Fluorescência V.01 

As análises somente para a fluorescência a fim de conseguir a amplificação de 

amostras positivas foram bem-sucedidas, confirmando que os outros itens adicionados a 

reação para a reação colorimétrica estavam interferindo na reação do teste. Neste caso, 

as amostras de genótipo C/T testadas apresentaram amplificações para ambos os 

primers (Wild-type e Mutado). Já nos tubos em que não foram adicionadas amostras, foi 

observado uma amplificação mais tardia e de intensidade menor, como pode ser 

visualizado no gráfico 1. Os dados para as 8 amostras positivas e 8 amostras negativas 

testadas podem ser observados na tabela 8. 



 

Gráfico 1 - Resultado das amostras positivas e negativas para o gene LCT-
13910C>T. 

 

Fonte: Os Autores, 2024. 

 

Tabela 8 - Resultado bruto das amostras rodadas no QuantStudio para os 
primers Wild-type e Mutado. 

Primer Genótipo 
Amostra 

Resultado 
Esperado 

Minuto 
Amplificação 

(CT) 

Intensidade de 
Fluorescência 

(Delta RN) 

Mutado C/T Positivo 69 12,9 

Wild-type C/T Positivo 84 13,5 

Mutado C/T Positivo 70 12,9 

Wild-type C/T Positivo 81 13,8 

Mutado C/T Positivo 101 15,0 

Wild-type C/T Positivo 103 17,0 

Mutado C/T Positivo 84 15,8 



 

Wild-type C/T Positivo 126 15,8 

Mutado Água Negativo 139 11,2 

Wild-type Água Negativo 148 2,7 

Mutado Água Negativo Indeterminado 0,0 

Wild-type Água Negativo 140 11,6 

Mutado Água Negativo 147 3,4 

Wild-type Água Negativo 123 15,8 

Mutado Água Negativo Indeterminado 0,0 

Wild-type Água Negativo 128 17,3 
Fonte: Os Autores, 2024. 

Com os resultados positivos, para dar continuidade ao desenvolvimento e tentar 

realizar uma melhor diferenciação dos resultados, testes com diferentes concentrações 

do inibidor Betaína foram executados, pois apesar de identificarmos uma diferença entre 

as amostras positivas e as amostras negativas (utilizando água) no tempo de 

amplificação, a variação encontrada no tempo das amostras positivas foi muito grande, 

se aproximando muito da amplificação negativa pelo alto tempo de incubação da reação 

(150 minutos). Outro fator importante a ser observado é que não houve uma separação 

aparente entre a amplificação no primer Wild-type e Mutado, muito provavelmente por 

estarmos analisando uma amostra que amplifica para ambos os reagentes.  

Como próximos passos, foram realizados testes adicionando diferentes 

concentrações de Betaína, para que seja possível aumentar a especificidade da reação 

sem que cause retardamento no tempo de amplificação, o que poderá prejudicar a 

diferenciação entre uma amplificação verdadeiramente positiva de uma amplificação 

falso-positiva. Teste em genótipos homozigóticos também se fazem importantes, pois 

como amostras CC tem como característica a amplificação somente no tubo contendo o 

mix de reação Mutado e amostras de genótipo TT que apresentará resultados positivos 

somente no tubo que contém o primer Wild-type, faz com que seja possível identificar o 

genótipo do paciente pelo conjunto de resposta dos primers. 



 

3.3 Resultado T003: Curva de Betaína 

Os resultados obtidos para o teste em que se esperava no resultado um aumento na 

diferenciação entre o verdadeiro-positivo para um falso-positivo não foi bem-sucedido. As 

triplicatas para ambos os primers nas diferentes concentrações de betaína não se 

apresentaram eficazes para aumentar esse intervalo para uma classificação correta da 

amostra. Na tabela de número 9, estão descritos todos os resultados obtidos nas 

diferentes concentrações de betaína.  

Tabela 9 - Resultado dos testes utilizando Betaína como aditivo com o 
objetivo de retardar as reações positivas. 

Conc. 
Betaína 

Primer Genótipo 
Amostra 

Resultado 
Esperado 

Minuto 
Amplificação  

Intensidade de 
Fluorescência 

0,4 Mutado CC Positivo 64 13,1 

0,4 Mutado CC Positivo 62 13,2 

0,4 Mutado CC Positivo 65 13,1 

0,4 Wild-type CC Negativo 75 13,9 

0,4 Wild-type CC Negativo 82 13,6 

0,4 Wild-type CC Negativo 78 13,8 

0,4 Mutado TT Negativo 61 13,1 

0,4 Mutado TT Negativo 64 13,1 

0,4 Mutado TT Negativo 65 12,9 

0,4 Wild-type TT Positivo 69 13,4 

0,4 Wild-type TT Positivo 74 12,8 

0,4 Wild-type TT Positivo 70 13,5 

0,8 Mutado CC Positivo 64 13,7 

0,8 Mutado CC Positivo 68 13,2 

0,8 Mutado CC Positivo 64 13,9 

0,8 Wild-type CC Negativo 85 13,8 



 

0,8 Wild-type CC Negativo 98 13,5 

0,8 Wild-type CC Negativo 93 13,6 

0,8 Mutado TT Negativo 71 12,6 

0,8 Mutado TT Negativo 74 12,9 

0,8 Mutado TT Negativo 80 12,4 

0,8 Wild-type TT Positivo 91 13,2 

0,8 Wild-type TT Positivo 86 13,3 

0,8 Wild-type TT Positivo 87 12,7 

1,6 Mutado CC Positivo 97 11,6 

1,6 Mutado CC Positivo 97 11,8 

1,6 Mutado CC Positivo 96 12,7 

1,6 Wild-type CC Negativo 98 13,0 

1,6 Wild-type CC Negativo 101 12,8 

1,6 Wild-type CC Negativo 102 12,4 

1,6 Mutado TT Negativo 94 11,9 

1,6 Mutado TT Negativo 90 12,3 

1,6 Mutado TT Negativo 92 12,0 

1,6 Wild-type TT Positivo 96 12,5 

1,6 Wild-type TT Positivo 94 12,5 

1,6 Wild-type TT Positivo 94 12,8 
Fonte: Os Autores, 2024 

Nos gráficos 2, 3 e 4, podemos perceber que o minuto de início da amplificação tanto 

nas amostras em que se era esperado um resultado positivo quanto na amostra em que 

se era esperado um resultado negativo convergem, não permitindo que exista uma 

diferenciação clara entre os resultados. 



 

Gráfico 2 - Resultado dos testes com betaína na concentração 0,4 M. 

             

                                            Fonte: Os Autores, 2024 

  



 

Gráfico 3 - Resultado dos testes com betaína na concentração 0,8 M. 

       

                                            Fonte: Os Autores, 2024. 

Gráfico 4 - Resultado dos testes com betaína na concentração 1,6 M. 

     

                                             Fonte: Os Autores, 2024. 



 

 

Autores realizaram estudos avaliando o comportamento de diferentes concentrações 

de betaína e os resultados percebidos foram que, concentrações menores de betaína 

(0,4M) toleram uma proporção de resultados maiores de falsos-positivos, enquanto o 

excesso de betaína (1,6M) podem prejudicar a eficiência da amplificação e por mais que 

essa concentração não gere resultados falso-positivos, a intensidade do produto obtido 

no final do teste de gel de agarose foi significantemente mais fraca (Foo et al., 2020). Já 

o autor Carlos et al., em seu desenvolvimento de um teste de metodologia AS-LAMP 

obteve resultados satisfatórios para a concentração mais alta de betaína (1,6M), portanto, 

é importante realizar testes de otimização, pois cada desenho de primer terá suas 

particularidades e todo esse desenvolvimento racional para chegar na melhor 

configuração do teste é essencial. 

No caso do teste de intolerância à lactose em desenvolvimento neste trabalho, os 

resultados em todas as concentrações de betaína foram semelhantes quando avaliamos 

o conjunto de primer Mutado e Wild-type, onde um era para apresentar uma amplificação 

num tempo menor que do outro primer, pelo fato de ter sido adicionado amostras 

homozigotas a reação. A amplificação ter ocorrido em tempos semelhantes pode ser 

explicada pelo fato de a detecção do teste ser pelo polimorfismo ocorrer em um único 

nucleotídeo, sendo esse o único fator para diferenciar ambos os primers, justificando as 

amplificações estarem ocorrendo, porém sem a especificidade necessária para 

identificação do SNP. Outro fator possível para esses resultados negativos seria a 

betaína não ser o melhor aditivo para inibir reações inespecíficas para esse exame. 

Para dar sequência ao desenvolvimento do teste de intolerância à lactose, foi definido 

para próximos passos a realização de experimentos utilizando aditivos alternativos a 

betaína baseado em literatura e disponibilidade do laboratório de biologia molecular 

Hilab, buscando um inibidor que possibilite a diferenciação entre os resultados negativos 

dos positivos. 

3.4 Resultado T004: Teste com aditivos alternativos a Betaína 

A escolha dos aditivos alternativos foi realizada com base em referências 

bibliográficas, na disponibilidade de materiais no laboratório de Biologia Molecular da 



 

empresa Hilab e no volume de amostras disponíveis para os testes. Neste caso, seria 

importante realizar testes seguindo o raciocínio anterior, com amostras que apresentem 

resultados positivos de forma alternada para cada um dos primers, possibilitando a 

classificação genotípica do paciente, testando, portanto, amostras homozigóticas. 

Foram selecionados então 4 aditivos alternativos a betaína, são eles: TMAC (Cloreto 

de Tetrametilamônio), Formamida, Trealose e Acetamida. 

3.4.1 Resultado TMAC (Cloreto de Tetrametilamônio) 

O TMAC (cloreto de tetrametilamônio) é um sal de amônio higroscópico que causa 

um aumento na temperatura de fusão do DNA (temperatura de melting) ao aumentar a 

estabilidade do par de base AT, tendo uma preferência de ligação a estes pares de base 

por meio da atração existente dos braços não polares dos íons (Özay et al., 2021). 

Em pesquisas em relação a quais seriam as concentrações ideais para teste do 

aditivo, foi identificado pelo autor Jang et al. (2022) que o TMAC foi um efetivo supressor 

de amplificações não específicas em todas as concentrações testadas (entre 20 e 60 

mM), sendo que foi apresentado um atraso de 4 minutos na reação entre a menor e a 

maior concentração testada. Seguindo por este pensamento, no experimento para o teste 

de Intolerância à Lactose, foram testadas concentrações de 20 mM e 40 mM de TMAC 

para avaliação de uma melhora na diferenciação dos positivos para os negativos, e os 

resultados encontrados não foram satisfatórios, pois esse aditivo inibiu toda a 

amplificação da reação em ambas as concentrações testadas.  

Os fatores que explicam o motivo da inibição dos resultados positivos para este 

aditivo seriam concentrações inadequadas do TMAC, pois concentrações muito altas ou 

muito baixas podem fazer com que ocorra a inibição da atividade da polimerase ou até 

mesmo causar interferências na estrutura do DNA, fazendo com que não haja a 

amplificação da amostra (Jang et al., 2022). Outro fator possível é a estrutura molecular 

do TMAC em concentrações elevadas que interagem com a estrutura do DNA-alvo ou 

dos primers, causando interferência que impeça essa amplificação do material genético 

(Vargas et al., 2018). 

Levando em consideração que o conjunto de primers desenhados para esse exame 

são de 45% de conjunto GC, tendo, portanto, 55% do conteúdo restante de AT, tendo em 



 

vista que o TMAC possui uma melhor performance em amostras com maior dominância 

de conteúdo AT, podemos considerar esses resultados insatisfatórios por razões como o 

pH da reação, a presença de outros aditivos e componentes da reação ou até mesmo a 

concentração de TMAC utilizada não ter se apresentado adequada. 

3.4.2 Resultado Formamida 

A formamida é um dos aditivos mais utilizados no desenvolvimento de testes 

moleculares. Este aditivo foi especialmente notado por sua capacidade de melhorar a 

especificidade na PCR (Chakrabarti et al., 2001), sendo um aditivo que se liga tanto na 

ranhura maior quanto na menor do DNA induzindo uma instabilidade na dupla fita do 

material genético (Jang et al., 2022).  

Na técnica de AS-LAMP a formamida é adicionada à mistura de reação como um 

agente desestabilizador. Isso ajuda a diminuir a temperatura de fusão dos produtos 

amplificados, permitindo a amplificação isotérmica em temperaturas mais baixas, 

auxiliando a manter os produtos de amplificação em forma de fita simples, facilitando a 

detecção do ácido nucleico alvo (Jang et al., 2022). 

A concentração ideal do aditivo formamida para que ele consiga inibir as reações 

inespecíficas são variáveis entre os testes de biologia molecular, e estudos utilizando 

concentrações diferentes devem ser realizados (Chakrabarti, R., 2001). Na literatura 

foram testadas diferentes concentrações do aditivo que estavam na faixa de 1,25% até 

10% de formamida, onde se mostraram resultados promissores com concentrações de 

formamida até 5%, acima disso a formamida inibiu totalmente a amplificação do teste 

(Sarkar et al., 1990). 

Para o experimento avaliando o desempenho do teste de Intolerância à Lactose, 

foram definidas 2 concentrações intermediárias 2,5% e 5,0%, porém estas concentrações 

de aditivos inibiram a amplificação do teste, o que pode ser justificado por uma possível 

desnaturação da molécula de DNA, a alteração de algumas condições da reação como 

o pH e a concentração dos íons disponíveis na solução, ou simplesmente inibido a reação 

específica do teste. 



 

3.4.3 Resultado Trealose 

O efeito da trealose foi investigado devido ao seu potencial de reduzir a temperatura 

de fusão (temperatura de Melting) do DNA, fazendo com que as enzimas se tornem mais 

estáveis e consequentemente tornando as reações moleculares mais específicas, 

aumentando o rendimento nas situações em que a temperatura da função enzimática não 

era a ideal (Spiess et al., 2004). 

Em testes realizados na literatura, foram avaliadas diferentes concentrações de 

trealose para avaliar o melhor desempenho. Foram selecionadas concentrações de 100 

mM até 400 mM do aditivo, e foi possível concluir que, em concentrações adequadas, a 

trealose teve uma boa função e aumentou a especificidade analítica do teste. Porém 

quando em concentrações mais baixas, a trealose não pareceu ter efeitos significativos 

na reação. Em concentrações mais altas o seu benefício foi o inverso, causando um 

retardo da positividade e uma perda na taxa de amplificação (Mok et al., 2016). 

Os casos não bem-sucedidos da trealose podem ocorrer por dois principais motivos, 

o primeiro seria que, pela alta concentração de trealose, a reação apresenta uma redução 

significativa do Tm entre o alvo e o primer, afetando assim na eficiência da hibridização. 

Já o segundo motivo seria uma possível interação do próprio aditivo entre si, formando 

aglomerados que atuariam como agentes de congestão, reduzindo assim a taxa de 

difusão e afetando a amplificação do gene alvo (Mok et al., 2016). 

Para teste deste aditivo, foram selecionadas 2 concentrações mais baixas, 100 mM 

e 200 mM de Trealose, e foi observado amplificação da amostra, e os resultados podem 

ser visualizados na tabela 10 e nos gráficos 5 e 6 localizados abaixo. 

 

Tabela 10 - Resultado das amostras rodadas com o aditivo Trealose nas 
concentrações de 100 mM e 200 mM. 

Conc. 
Aditivo 

Primer Genótipo 
Amostra 

Resultado 
Esperado 

Minuto 
Amplificação 

Intensidade de 
Fluorescência 

100 mM Wild-type CT Positivo 77 11,5 

100 mM Wild-type CT Positivo 84 11,0 

100 mM Mutado CC Positivo 83 12,4 



 

100 mM Mutado CC Positivo 93 11,6 

100 mM Wild-type CC Negativo 88 12,0 

100 mM Wild-type CC Negativo 65 13,2 

100 mM Mutado TT Negativo 88 12,0 

100 mM Mutado TT Negativo 75 12,8 

200 mM Wild-type CT Positivo 70 12,0 

200 mM Wild-type CT Positivo 16 11,5 

200 mM Mutado CC Positivo Indeterminado 0,0 

200 mM Mutado CC Positivo 68 11,6 

200 mM Wild-type CC Negativo 84 11,3 

200 mM Wild-type CC Negativo 82 11,4 

200 mM Mutado TT Negativo 57 10,6 

200 mM Mutado TT Negativo 86 12,3 
Fonte: Os Autores, 2024. 

Apesar de apresentar os resultados positivos para amplificação, não houve um 

retardamento significativo em relação as amplificações negativas para que seja possível 

realizar uma diferenciação entre os resultados para classificação correta do genótipo, 

portanto a trealose nessas concentrações testadas não apresentaram o resultado 

esperado, como pode ser observado nos gráficos 5 e 6. 



 

Gráfico 5 - Resultado dos testes com trealose na concentração 100 mM. 

        

Fonte: Os Autores, 2024. 

Gráfico 6 - Resultado dos testes com trealose na concentração 200 mM. 

        

Fonte: Os Autores, 2024. 



 

3.4.4 Resultado Acetamida 

A acetamida é uma substância química orgânica que pode ser utilizada em diversas 

abordagens na área dos testes moleculares devido a suas propriedades. Possui uma 

atividade desnaturante em soluções de eletroforese, nos testes moleculares pode ser 

utilizada na extração de ácidos nucleicos pois auxilia no rompimento das ligações de 

hidrogênio, desnaturando a dupla fita de DNA (Kennedy, 2005). 

Segundo publicações de Chakrabarti et al., 2001, a acetamida foi considerada um 

aditivo eficaz em materiais genéticos onde o conteúdo C/G se encontrava numa 

frequência de 50%. Os testes utilizando concentrações de acetamida com resultados 

satisfatórios se encontravam a 0,8 M de concentração para todos os alvos testados. 

Para o teste de intolerância à lactose, foi definido então que seria adicionada uma 

concentração única de 0,8 M (800 mM), porém não houve amplificações com esta 

concentração de aditivos, esse resultado pode se dar pelo fato de a proporção de 

conteúdo C/G no primer desenhado ser alto (55%), sendo então mais relevante explorar 

outros aditivos alternativos a acetamida nesse caso. 

4 Conclusão 

Analisando a literatura, optou-se por realizar este experimento adaptando 

oligonucleotídeos para amplificação do principal SNP associado a Intolerância à Lactose 

para realização da leitura do teste de maneira colorimétrica por já ser uma metodologia 

utilizada no equipamento Hilab Molecular. Os resultados para a detecção de um único 

alelo polimórfico não foi bem-sucedido e testes utilizando um fluoróforo genérico foram 

realizados, tendo resultados positivos para a amplificação quando existe DNA na 

amostra, porém, não de forma específica e que seja possível realizar uma diferenciação 

dos genótipos dos pacientes. 

Os resultados obtidos foram considerados positivos pelo fato de a reação quando 

não adicionado amostra com DNA (no caso, os testes com água como controle negativo) 

não apresentar amplificação e nem interação entre os primers. Já ao adicionarmos 

amostra com DNA extraído, foi observado amplificação para ambos os primers, porém 

nos primers em que era para se apresentar negativo para a amostra do genótipo 



 

adicionada, se apresentou positivo numa mesma intensidade e num mesmo tempo de 

reação de um verdadeiro positivo, sendo então um teste não específico. 

Essa falta de especificidade pode ser justificada pelo fato de a identificação do 

polimorfismo se dar em um único nucleotídeo. Por este motivo, com esses resultados 

obtidos, foi levantada a necessidade de realizar testes utilizando um oligonucleotídeo 

sintetizado com um marcador (sonda) fluorescente específico para o alelo em que ocorre 

a mutação, para testar se assim a reação fica mais específica e sendo assim possível 

diferenciar os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) da região-alvo do gene, como 

exemplo, o oligonucleotídeo encontrado na literatura de Carlos et al, 2017 com a seguinte 

sequência: Thiol-GCAGGGCTCAAAGAACAATC. 

Com a adição de mais um item no mix de primer, adaptações relacionadas às 

proporções dos insumos serão necessárias, para garantirmos uma melhor performance, 

além de testes com os aditivos inibidores para identificarmos o que apresenta melhor 

performance para dar continuidade no desenvolvimento do exame.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS DA DISSERTAÇÃO 

O presente trabalho teve como objetivo a realização de um teste para Intolerância à 

Lactose utilizando a metodologia AS-LAMP, capaz de detectar polimorfismo em um 

nucleotídeo único, localizado na região LCT-13910C>T do gene utilizando a metodologia 

colorimétrica ou na metodologia de fluorescência para expressar o resultado de 

amplificação no caso de resultado positivo. Embora, na presente dissertação, tenha sido 

alcançado o objetivo de amplificação deste marcador para análise de discriminação dos 

genótipos, com os resultados obtidos no experimento, não se fez possível identificar uma 

condição em que se fizesse possível a diferenciação entre um genótipo com o 

polimorfismo e um genótipo sem o polimorfismo, pois, em ambos os cenários, a reação 

apresentou resultados positivos em tempos muito semelhantes, não sendo possível 

portanto, realizar a diferenciação dos genótipos e concluir um diagnóstico. 

Como a discriminação dos genótipos é realizada a partir da diferenciação de apenas 

1 nucleotídeo, pode-se fazer necessária a criação de um oligonucleotídeo específico 

marcado com fluorescência, complementar ao nucleotídeo de interesse, para que a 

reação fique mais específica, fazendo com que a diferenciação seja possível no teste 

utilizando a metodologia AS-LAMP. 
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ANEXO I 

Normas para autores da Revista Científica 

“Revista de Ciências Médicas e Biológicas” 
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Os originais destinados à Revista de Ciências Médicas e Biológicas deverão ser apresentados de 
acordo com as normas a seguir, baseadas, principalmente, na Norma de Vancouver : 

2.1 Os textos poderão ser redigidos em português, inglês, francês e/ou espanhol e digitados na 
fonte Times New Roman, corpo 12, com espaço de 1,5 cm, margem de 3 cm de cada lado. Se o 
texto for em outro idioma (inglês, espanhol ou francês), após o comunicado de preliminar indicação 
para publicação, o mesmo deverá ser reavaliado/reescrito por um tradutor credenciado e indicado 
pela Revista para a autorização da versão definitiva. 

2.2 As ilustrações (gráficos, desenhos, quadros, etc.) deverão ser limitadas ao mínimo 
indispensável, construídas preferencialmente em programa apropriado, como Excell, Harvard, 
Graphics ou outro, fornecidas em formato digital 

 As fotografias deverão ser fornecidas em papel ou em slides ou cromo. A indicação do tipo de 
ilustração (Figura, Quadro, etc.) deve estar localizada na parte superior da mesma, seguida da 
numeração correspondente em algarismos arábicos (Figura 1-, Quadro 5-) e do respectivo título 
precedido de travessão; a legenda explicativa deve ser clara e concisa, em corpo 10. No caso de 
ilustrações extraídas de outros trabalhos, será necessário indicar a fonte. 

2.3 As tabelas estatísticas também serão numeradas consecutivamente em algarismos arábicos, 
mas apresentarão a respectiva identificação — p.ex., Tabela 1 - Título; Tabela 2 - Título, etc. — na 
parte superior, observando-se para a sua montagem as Normas de apresentação tabular do IBGE 
(1993). 

2.4 Deverão ser indicados, no texto, os locais aproximados em que as ilustrações e as tabelas serão 
intercaladas. 

2.5 As notas de rodapé serão indicadas por asteriscos e restritas ao mínimo indispensável. 

2.6 Recomenda-se anotar no texto: os nomes compostos e dos elementos, em vez de suas fórmulas 
ou símbolos; os períodos de tempo por extenso, em vez de em números; binômios da nomenclatura 
zoológica e botânica por extenso e em itálico, em vez de abreviaturas; os símbolos matemáticos e 
físicos conforme as regras internacionalmente aceitas; e os símbolos métricos de acordo com a 
legislação brasileira vigente. 

2.7 No preparo do texto original, deverá ser observada, na medida do possível, a estrutura indicada 
em 2.7.1 a 2.7.2, na mesma ordem em que seus elementos apresentam-se a seguir. 

2.7.1 Elementos pré-textuais 

a) Cabeçalho, em que devem figurar: 

● o título do artigo e o subtítulo (quando houver) concisos, contendo somente as informações 
necessárias para a sua identificação. Quando os artigos forem em português, deve-se 
colocar o título e o subtítulo em português e inglês; quando os artigos forem em inglês, 
francês ou espanhol, na língua em que estiverem redigidos e em português; 

● o(s) nome(s) do(s) autor(es) acompanhado(s) da sua titulação mais importante e vínculo 
empregatício (se houver), a qual será a ser inserida em nota de rodapé juntamente com o 
endereço profissional completo, inclusive telefone e e-mail do autor ou co-autoria, principal 
do trabalho. 
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b) Resumo (português) e Abstract (Inglês)– Apresentação concisa e estruturada dos pontos 
relevantes do texto, de modo a permitir avaliar o interesse do artigo, prescindindo-se de sua leitura 
na íntegra. Para a sua redação e estilo, deve-se observar o que consta na NBR - 6028/2021, e não 
exceder as 250 palavras recomendadas. Se o texto for em outra língua (espanhol ou francês) 
observa-se o mesmo procedimento. Sendo o artigo, preliminarmente, indicado para publicação, o 
resumo em idioma estrangeiro deverá ser reescrito por um tradutor credenciado e indicado pela 
Revista para fazer a versão definitiva do mesmo. 

c) Palavras-chave e Keywords – palavras ou expressões que identifiquem o conteúdo do texto (no 
máximo 5), separadas por ponto e vírgula e finalizada por ponto, que constem no Descritores em 
Ciências de Saúde  (DeCS), no endereço eletrônico http://decs.bvs.bre/ ou MeSH 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh). 

  

2.7.2 Texto 

a) Introdução – Deve apresentar com clareza o objetivo do trabalho e sua relação com outros 
trabalhos na mesma linha ou área. Extensas revisões de literatura devem ser evitadas e, quando 
possível, substituídas por referências aos trabalhos bibliográficos mais recentes, em que certos 
aspectos e revisões já tenham sido apresentados. Os trabalhos e resumos originários de 
dissertações ou teses devem sofrer modificações, de modo a se apresentarem adequadamente 
como um texto em nova formatação e atendendo às demais exigências da Revista em relação a 
ilustrações, fotos, tabelas, etc. 

b) Materiais e métodos – A descrição dos métodos usados deve ser suficientemente clara para 
possibilitar a perfeita compreensão e repetição do trabalho, não sendo extensa. Técnicas já 
publicadas, a menos que tenham sido modificadas, devem ser apenas citadas (obrigatoriamente). 

c) Resultados – Devem ser apresentados com o mínimo possível de discussão ou interpretação 
pessoal, acompanhados de tabelas e/ou material ilustrativo adequado, quando necessário. Dados 
estatísticos devem ser submetidos a análises apropriadas. 

d) Discussão – Deve se restringir ao significado dos dados obtidos, resultados alcançados, relação 
com o conhecimento já existente, evitando-se hipóteses não fundamentadas nos resultados. 

e) Conclusão – Devem estar baseadas no próprio texto. 

  

2.7.3 Elementos pós-textuais 

a) Referências – Devem ser elaboradas de acordo com o Padrão Vancouver (International 
Committee of Medical Journal Editors -ICMJE). As referências dever ser organizadas em ordem 
numérico crescente (algarismos arábicos), utilizando duas maneiras para as citações no texto o 
sistema numérico sobrescrito 3,4,7-10 ou alfanumérico um autor Gatewood 31 (2012), dois autores 
Cotti, Santos 12 (2016), três autores Azer, Safi, Almeida 23 (2011) e mais que quatro autores Silva et 
al.15 (2013). As abreviaturas dos títulos dos periódicos citados devem estar de acordo com as bases 
e/ou Portal de revista BVS, Medline ou LILACS. A exatidão das referências é de responsabilidade 
dos autores. Serão incluídas na lista final todas as referências de textos que contribuíram 

http://decs.bvs.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
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efetivamente para a realização do trabalho, as quais, no entanto, de 20, exceto artigos de revisão já 
os originais não devem ultrapassar o número máximo de 35. Quanto aos trabalhos citados no texto, 
todos serão obrigatoriamente incluídos na lista de Referências. Informações verbais, trabalhos em 
andamento ou não publicados não devem ser incluídos na lista de Referências; quando suas 
citações forem imprescindíveis, os elementos disponíveis serão mencionados no rodapé da página 
em que ocorra a citação. 

Obs.: Os autores estrangeiros deverão indicar os elementos essenciais das referências, a saber: 

Sobrenomes com grau de parentesco 

Santos R Neto 

Sobrenomes com prefixo 

Di Credo R 

Sobrenomes Hispânicos 

Alvarez Alduan NA 

● para artigos de periódicos: autor(es), título do artigo (e subtítulo, se houver), título do 
periódico, data do fascículo (exs.: 2001 jan; 2005 July- Sept etc.), volume, número do 
fascículo, quando o fascículo citado for um Suplemento, paginação inicial e final do artigo, 
DOI. 

Ex 1: Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL, Anjos SF, Santos F, Silva RD. Solid-organ transplantation in 
HIV-infected patients. N Engl J Med. 2002 July 25;347(4):284-7. doi: 10.1007/s11904-013-0170- 

• para livros: autor(es), título (e subtítulo, se houver), edição (quando não for a primeira), local, 
editora e ano de publicação. Paginação. 

Ex. 1 

Santos DR. Gestão da inovação tecnológica. 2. ed. Barueri: Manole; 2008. 206 p. 

● para trabalhos acadêmicos: autor(es) e título do trabalho, seguidos do tipo da publicação. 
cidade de publicação, instituição, ano de publicação. página. 

Polzin AC. Material didático para capacitação de fonoaudiólogos no tratamento das alterações de 
fala na disfunção velofaríngea [master’s thesis]. Bauru: Faculdade de Odontologia de Bauru, 
Universidade de São Paulo; 2017. 155 p. 

○ para trabalho apresentados em eventos: autor(es) e título do trabalho, seguidos da 
expressão In: numeração do evento e nome do evento (se houver), local e 
responsabilidade da publicação, ano. 

● Oyadomari AT, Pomini KT, Rosso MP, Buchaim RL. Efeitos da terapia por laser de baixa 
potência no processo de reparo de defeitos ósseos preenchidos pelo osso bovino Bio-Oss® 
associados ao novo selante heterólogo de fibrina. In: Resumo do 25th Simpóstio 
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Internacional de Iniciação Cientifica da Universidade de São Paulo; 2017 Oct 24-25; Bauru, 
Brazil. São Paulo: Universidade de São Paulo; 2017. 

Polzin AC. Material didático para capacitação de fonoaudiólogos no tratamento das alterações de 
fala na disfunção velofaríngea [master’s thesis]. Bauru: Faculdade de Odontologia de Bauru, 
Universidade de São Paulo; 2017. 155 p. 

b) Agradecimentos (quando houver). 

c) Data de entrega dos originais à redação da Revista.  
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ANEXO II 
Normas para autores da Revista Científica 

“Arquivos de Ciências da Saúde da UNIPAR”  
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II - Apresentação dos originais 

Os artigos devem ser digitados, utilizando-se o programa MS-Word, com fonte TNR 12, espaço 1,5, 
em folha tamanho A4, com margens de 2 cm superior e inferior e 3 cm esquerda e direita, indicando 
número de página no rodapé direito conforme (Template). Os originais não devem exceder 20 
páginas, incluindo texto, ilustrações e referências. 

A primeira página deve conter o título do trabalho, dados dos autores enviados, abaixo do título, 
conforme modelo: Nome completo, graduação mais alta, instituição (máximo duas, caso tenha mais 
de um vínculo), e-mail e ORCID. 

Na segunda página deve constar o título completo do trabalho, o resumo e as palavras-chave, em 
português, em inglês e em espanhol, omitindo-se o(s) nomes(s) do(s) autor(es). 

As figuras, quadros e/ou tabelas devem ser numerados sequencialmente, apresentados no corpo do 
trabalho e com título apropriado. Nas figuras o título deve aparecer abaixo das mesmas e, nos 
quadros ou tabelas, acima. Todas as figuras devem apresentar resolução mínima de 300 dpi, com 
extensão .jpg. 

Todas as informações contidas nos manuscritos são de inteira responsabilidade de seus autores. 
Todo trabalho que utilize de investigação humana e/ou pesquisa animal deve indicar a seção 
MATERIAL E MÉTODO, sua expressa concordância com os padrões éticos, acompanhado da cópia 
do certificado de aprovação de Comissão de Ética em Pesquisa registrada pela CONEP, de acordo 
com o recomendado pela Declaração de Helsink de 1975, revisada em 2000 e com a Resolução 
466/2012 do Conselho Nacional de Saúde do Brasil. Estudos envolvendo animais devem explicitar o 
acordo com os princípios éticos internacionais (International Guiding Principles for Biomedical 
Research Involving Animals), bem como o cumprimento das instruções oficiais brasileiras que 
regulamentam pesquisas com animais (Leis 6.638/79, 9.605/98, Decreto 24.665/34) e os princípios 
éticos do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentação Animal). 

Os artigos, após o aceite deverão estar acompanhados (como documento suplementar) do 
comprovante de tradução ou correção. 

  

III - Citações: 

Todas as citações presentes no texto devem fazer parte das referências e seguir o sistema autor-
data (NBR 10520, jul. 2023). Nas citações onde o sobrenome do autor estiver fora de parênteses, 
escrever-se-á com a primeira letra maiúscula e o restante minúscula e, quando dentro de 
parênteses, todas maiúsculas, da forma que segue: 

Citação direta com até três linhas - o texto deve estar entre aspas. Ex.: Segundo Uchimura et al. 
(2004, p. 65) “ o risco de morrer por câncer de cérvice uterina está aumentado a partir dos 40 anos ”. 

Citação direta com mais de 3 linhas - deve ser feito recuo de 4 cm, letra menor que o texto, sem 
aspas. Ex.: 



76 
 
 

O comércio de plantas medicinais e produtos fitoterápicos encontra-se em expansão em todo o 
mundo em razão a diversos fatores, como o alto custo dos medicamentos industrializados e a 
crescente aceitação da população em relação a produtos naturais. [...] grande parte da população 
faz uso de plantas medicinais, independentemente do nível de escolaridade ou padrão econômico 
(Martinazo; Martins, 2004, p. 5). 

  

Citação indireta - o nome do autor é seguido pelo ano entre parênteses. Ex.: Para Lianza (2001), as 
DORT frequentemente são causas de incapacidade laborativa temporária ou permanente. 

Citação de citação - utiliza-se a expressão apud., e a obra original a que o autor consultado está se 
referindo deve vir em nota de rodapé. 

Ex.: O envelhecimento é uma realidade que movimenta diversos setores sociais (Guralnik et al. 
apud Ide et al., 2005) 

Citação com até três autores deve aparecer com ponto e vírgula entre os autores, exemplo: (Silva; 
Camargo; Rodrigues) 

A citação com mais de três autores deve aparecer o nome do primeiro autor seguido da expressão 
et al. 

  

IV - REFERÊNCIAS 

As REFERÊNCIAS devem ser apresentadas em ordem alfabética de sobrenome e todos os autores 
incluídos no texto deverão ser listados. 

As referências devem ser efetuadas conforme os exemplos abaixo, baseados na NBR 6023, jul. 
2011. Para trabalhos com até três autores, citar o nome de todos; acima de três, citar o primeiro 
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Guanabara Koogan, 1991. p. 17-19. 

Teses, dissertações e monografias 

OBICI, A. C. Avaliação de propriedades físicas e mecânicas de compósitos restauradores 
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