UNIVERSIDADE POSITIVO

CAROLINA MELCHIORETTO DOS SANTOS

AVALIAGAO DE UM TESTE MOLECULAR PARA DETECGAO DE POLIMORFISMO
ASSOCIADO A INTOLERANCIA A LACTOSE EM UM SISTEMA POINT-OF-CARE

CURITIBA

2024



CAROLINA MELCHIORETTO DOS SANTOS

AVALIAGAO DE UM TESTE MOLECULAR PARA DETECGAO DE POLIMORFISMO
ASSOCIADO A INTOLERANCIA A LACTOSE EM UM SISTEMA POINT-OF-CARE

Dissertacédo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pés-Graduagdo em Biotecnologia Industrial da
Universidade Positivo como requisito parcial para
obtengdo do Titulo de Mestre em Biotecnologia

Industrial.

Orientadora: Profa. Dra. Marcia Regina Pincerati.

CURITIBA

2024



Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicagéo (CIP)
Biblioteca Central — Universidade Positivo

S237 Santos, Carolina Melchioretto dos.

Avaliagao de um teste molecular para detecgéo de
polimorfismo associado a intolerancia a lactose em um sistema
point-of-care / Carolina Melchioretto dos Santos. — Curitiba :
Universidade Positivo, 2024.

79 1. ; il. color.

Dissertacao (Mestrado) — Programa de P6s-Graduagéo em
Biotecnologia Industrial — Universidade Positivo, 2024.
Orientador(a): Prof. Dr. Marcia Regina Pincerati.

1. Biotecnologia industrial. 2. -13910C>T. 3. Intolerancia a
lactose. 4. Gene LCT. 5. Lactase 6. POCT. 7. LAMP. 8. Teste
rapido. |. Pincerati, Marcia Regina. Il. Silva, llton Santos da. Ill.
Titulo.

CDU 631:575




DEDICATORIA

A minha orientadora Profa. Dra. Marcia Regina Pincerati, que além de uma grande
profissional, € um ser-humano impar, sendo completamente compreensiva em todas as

situagdes diversas durante a execugao do meu projeto.

A minha colega Louise M. Imamura, que foi a melhor mentora durante as testagens
dos experimentos, sem vocé, essa trajetoria seria impossivell Obrigada pelos

ensinamentos e por tornar mais leve a trajetoria.

Aos meus pais, que nao mediram esforgos para que eu concluisse mais essa etapa
em minha vida académica e profissional. Nunca sera possivel retribuir todo o amor e

carinho que vocés me proporcionaram em toda a minha existéncia.

E por fim a todos os meus amigos e familiares que, sempre me apoiaram a concluir

mais essa grande etapa em minha vida.

Sem vocés, nada disso seria possivel!



AGRADECIMENTOS

A Universidade Positivo por me proporcionar um alto conhecimento, pela qualidade

de sua estrutura e pelo alto nivel do seu corpo docente;

Ao Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana, especialmente a
professora Marcia Holsbach Beltrame e a aluna Ana Cecilia G. Alves que disponibilizaram

as amostras para teste, meu muito obrigada pela disponibilidade e gentileza;

Ao Programa de Po6s-Graduagdao em Biotecnologia Industrial da Universidade

Positivo em Curitiba — PR por proporcionar tantos ensinamentos;

Aos professores e pesquisadores deste Programa de Pdés-Graduagdo, possuo a
maior gratidao por compartilharem seus conhecimentos comigo para a minha formagao

e conclusao do trabalho.



RESUMO

A lactose € um carboidrato de alto consumo da populagdo mundial e a principal fonte de
calorias do leite. A intolerancia a lactose € uma condi¢do derivada de uma reducgao na
quebra da molécula pela enzima lactase na pequena porgao do intestino, permitindo com
que a lactose avance até o célon, gerando fermentagdo que causara desconfortos na
pessoa afetada. Esta condigdo esta associada com polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) presentes no cromossomo 2. Testes moleculares para diagnostico da doencga
representam uma abordagem recente, mas com grandes perspectivas, visto que reduz o
desconforto dos testes atuais que auxiliam no diagndstico. A técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction, da sigla em inglés) é o método “padréo-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
portugués, Amplificacao Isotérmica mediada por Laco), no qual por meio de amplificacées
isotérmicas, em menos de 1 hora € possivel obter resultados moleculares confiaveis,
realizados por métodos menos complexos e mais acessiveis a populagdo. Neste
contexto, essa dissertacdo esta composta por dois capitulos. O primeiro refere-se a
revisdo de literatura sobre Intolerdncia a Lactose, realizando uma analise referente as
suas classificagbes, diagnostico clinico, molecular e seu correto manejo. O segundo
capitulo refere-se ao estudo experimental para avaliagdo de um teste molecular point of
care (POCT) para intolerancia a lactose utilizando a metodologia LAMP para a
genotipagem do polimorfismo de nucleotideo unico -13910C>T localizado na regiao
reguladora do gene LCT. A avaliagdo da amplificagao foi realizada por meio de reagdes
utilizando principalmente o método fluorescente para detecgdo do polimorfismo. Foram
testadas amostras com o DNA ja extraido e sequenciado nos trés gendtipos possiveis
(CC, CT e TT). Para testes de otimizagcao da reagao, foram testados diferentes aditivos
para redugao de amplificagées inespecificas e melhor diferenciagdo dos genaotipos.
Foram encontrados resultados positivos para a amplificagdo do material genético. Porém
nao houve diferenga significativa na intensidade de fluorescéncia entre os gendtipos,
mesmo apods a otimizagdo das condigdes da reacdo. Como o polimorfismo para a

intolerancia a lactose ocorre em um unico nucleotideo, para aumentar a precisao, sugere-



se o0 desenvolvimento de sondas especificas para este polimorfismo, que possam ser

incorporadas ao teste e garantam a melhor discriminagao entre os genotipos.

Palavras-chave: Intolerancia a lactose, -13910C>T, gene LCT, Lactase, POCT, LAMP,
Teste Rapido.



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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INTRODUGAO

A lactose é o principal carboidrato presente no leite, e uma das principais fontes de
energia para o desenvolvimento e crescimento dos mamiferos em seus primeiros meses
de vida. Nos humanos, a digestdo da lactose ocorre pela fragdo da enzima B-
galactosidase, a Lactase-Florisina Hidrolase (LPH), codificada pelo gene da Lactase

(LCT) localizado na regido cromossdémica 2921 (Anguita-Ruiz et al., 2020).

Pelo fato de o leite ser a principal fonte de energia dos bebés, a atividade intestinal para
a digestao da lactose € intensa nesta fase, porém entre as idades de 2 aos 12 anos, ja é
possivel perceber a existéncia de dois grupos, os “Nao-Persistentes a Lactase” que
apresentam uma atividade de digestao a lactose mais baixa, condigdo conhecida como
hipolactasia, e o grupo de “Persistentes a Lactase” que sdo os individuos que mantiveram
a digestao da lactose semelhante a do nascimento (Sequeira et al., 2014). Nem todas as
pessoas que possuem essa ma-absorcado da lactose irdo desenvolver sintomas, porém
quando confirmada essa condi¢cdo, o seu gerenciamento deve ser realizado com a
administracdo medicamentos contendo a enzima lactase para a quebra do agucar,
substituicdo por alimentos que passam por processamentos para a quebra da lactose ou

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

Com os avangos da biologia molecular e a maior frequéncia na realizagdo de testes
genéticos na populagdo, foi possivel observar subtipos de intolerancia a lactose
decorrente de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) no gene LCT, responsavel

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

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) séo considerados a forma mais simples
de variacado da sequéncia do material genético (DNA) que contribuem para que ocorram
variagoes fenotipicas entre a populagdo. Sendo eles também uma classe importante de
biomarcadores que podem estar associados a variagcdes nos tragcos antropométricos,
riscos a alguma determinada doenca ou até em resposta a alguns estimulos ambientais
(Carlos et al., 2017).

Um exemplo de condicdo associada a um polimorfismo de nucleotideo unico é a

intolerancia a lactose, que esta associada ao SNP-13910C>T (rs4988235), localizado no



gene MCM6 (elemento regulador do componente 6), o qual possui sequéncia reguladora
do gene LCT e, consequentemente, papel chave na regulagéo do gene para a produgao
da enzima lactase (Carlos et al., 2017). Os individuos que possuem os genotipos C/T ou
T/T, apresentam sua atividade enzimatica suficientes para que a digestdo da lactose
ocorra de forma satisfatoria, porém os individuos sem cépias do alelo T (que apresentam
o gendtipo C/C) ndo possuem essa mesma resposta enzimatica (Carlos et al., 2017;
Coluccia et al., 2019).

O diagndstico da intolerancia a lactose é realizado com a avaliagao da sintomatologia do
paciente, além da realizagao de testes para o auxilio médico. Dentre esses testes, existe
a dosagem da atividade da lactase, sacarose e maltose por meio de uma biopsia intestinal
(Ponte et al., 2016), o teste respiratério de hidrogénio expirado, o qual consiste em
detectar a produgao gasosa de H2/CH4 no cdélon do paciente apds a ingestdo de uma
dose padrao de lactose (Coluccia et al., 2019). Também podem ser realizados testes
laboratoriais onde a amostra de sangue venoso € coletada e entio realizada a avaliagao
da capacidade de quebra da lactose pela curva glicémica, testes de fezes para
identificacdo de substancias redutoras e pH, além de testes moleculares para avaliagao
de polimorfismos no material genético, como a PCR (Polymerase Chain Reaction) e
LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) (Ponte et al., 2016).

O protocolo considerado “Padrao-Ouro” para triagem e avaliagdo dos SNPs é a PCR,
seguida por sequenciamento. Porém, recentemente vem sendo exploradas as técnicas
de amplificagao isotérmicas mediadas por loop (LAMP), tendo a vantagem de realizar
todo o procedimento em menos de 1 hora, com resultados de especificidade,

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

Neste contexto, levando em consideracdo que a metodologia LAMP possui grandes
vantagens na execugao de testes moleculares em relacédo ao tempo de execugao e
complexidade com resultados confiaveis, no presente trabalho foi realizada a avaliagao
de um teste molecular para detecgao do polimorfismo associado a intolerancia a lactose
(LCT-13910C>T) utilizando a técnica LAMP.

Esta dissertagao esta dividida em dois capitulos: o capitulo | € uma revisdo narrativa de

literatura com o tema “Intolerancia a Lactose: Diagnéstico Clinico e Molecular”. O capitulo



Il € o trabalho experimental com o tema “Avaliacdo de um teste LAMP para detecg¢ao do
polimorfismo associado a Intolerancia a Lactose em um sistema point-of-care”, sendo que
o capitulo | esta adequado as normas da Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas
(Anexo |) e a sua submissao foi enviada em maio de 2024. Ja o capitulo Il esta de acordo

com as normas da revista Arquivos de Ciéncias da Saude da UNIPAR (Anexo II).



1 CAPITULOI

Artigo de Revisao Bibliografica (Revista de Ciéncias Médicas e Biolégicas)
Intolerancia a Lactose: Diagnéstico Clinico e Molecular.

Lactose Intolerance: Clinical and Molecular Diagnosis and Management.

Carolina Melchioretto dos Santos ', llton Santos da Silva 2, Marcia Regina Pincerati 2.
' Académica do Mestrado profissionalizante de Biotecnologia Industrial da Universidade
Positivo; 2 Professor(a) do Mestrado profissionalizante de Biotecnologia Industrial da

Universidade Positivo.

Resumo

A intolerancia a lactose € uma condicdo causada pela deficiéncia enzimatica no intestino
delgado que resultara em uma redugao na quebra da lactose pela lactase. A auséncia da
hidrolise da lactose em glicose e galactose permite que a lactose avance até o célon,
gerando uma fermentagao que causara desconfortos abdominais. Esta condicdo esta
associada a polimorfismos de nucleotideo unico (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 diagndstico de intolerancia
a lactose, a exemplo do teste bioquimico de curva glicémica, o teste de hidrogénio
expirado, avaliacdo de lactose, maltose e sacarose via bidpsia intestinal e testes nao
invasivos que avaliam a presenca de substancias redutoras nas fezes, também podem
ser realizados testes moleculares para identificacdo destes SNPs. Para uma avaliagao
genética, testes que utilizam a metodologia PCR (Polymerase Chain Reaction) sao
utilizados, porém com limitagbes para escalonar e alto custo, sendo a aplicagcdo da
metodologia LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification em Inglés e Amplificagcao
Isotérmica mediada por Lago em portugués) para analises moleculares interessante pela
possibilidade de ampliar a escala de testagem na populagdo, com um baixo custo e
agilidade na liberag&o do resultado, dando um diagndstico adequado, tornando possivel
0 manejo correto da doencga, evitando alimentos que contenham a lactose em sua
composicao, a fim de evitar o aparecimento dos sintomas, ou administrando medicacdes

que contenham a lactase para realizar a quebra do dissacarideo e 0 uso de probidticos.



Pode-se optar também pelo consumo de alimentos que tenham passado por processos
de filtracdo especificos para a quebra do acgucar. Este artigo tem como objetivo
apresentar uma revisao com as principais caracteristicas da doenga, trazendo também
abordagens moleculares sobre o gene e os polimorfismos de nucleotideo unico
relacionados a intolerancia a lactose.

Palavras-chave: Persisténcia a lactase, Terapéutica, 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 Introdugao

A lactose, principal carboidrato do leite, € crucial para o desenvolvimento dos
mamiferos. Sua digestdo depende da enzima Lactase-Florisina Hidrolase (LPH),
codificada pelo gene Lactase (LCT) no cromossomo 2g21'. A intolerancia a lactose
resulta na redugao dessa enzima na mucosa intestinal, conhecida como Nao-Persisténcia
da Lactase (LNP)°. Isso leva a quebra do aglcar pouco eficiente, causando efeito
osmaotico no intestino, aumentando agua e eletrélitos, e resultando em sintomas como
dor abdominal e diarreia®.

Estudos mostram variagdes na prevaléncia da intolerancia a lactose globalmente:
30,5% em criangas asiaticas de 11 a 13 anos*®; hispanicos entre 50% e 80%; adultos
chineses em cerca de 55,1%; e afro-americanos entre 60% e 80%°. Alguns paises
asiaticos e populagdes indigenas tém quase 100% de prevaléncia®.

O diagnéstico baseia-se nos sintomas e pode incluir testes bioquimicos, de

hidrogénio expirado, fezes, bidpsias intestinais e testes moleculares®.

3 Metodologia

Trata-se de uma revisédo narrativa de literatura, em que foram selecionados artigos
cientificos indexados nas bases de dados do Google Académico, US National Library of
Medicine National Institutes of Health (PubMed), e na plataforma de literatura académica
da editora Elsevier (ScienceDirect).

Foram incluidos artigos sobre a lactose e os carboidratos; artigos que descrevem
sobre as classificagdes fisioldgicas da intolerancia a lactose, artigos que trazem
informagdes sobre metodologias de diagnostico e formas de manejo e tratamento.
Utilizou-se tanto artigos experimentais como de revisao, escritos na lingua inglesa e
portuguesa, encontrados nas bases de dados ja citadas, cujas publicagdes ocorreram em
até 35 anos, em comparagéo ao ano deste estudo. Foram excluidos da busca artigos que
nao abordaram sobre a Intolerancia a Lactose, que ndo abordaram sobre a biologia
molecular da Intolerancia a Lactose e que estivessem fora do periodo de busca
selecionado.

Os trabalhos foram localizados utilizando o vocabulario Intolerdncia a Lactose,

Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP), Lactose, Terapéutica, Persisténcia a lactase,



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

e uma analise do resumo dos artigos.

4 Resultados e Discussao

CARACTERISTICAS GERAIS SOBRE O METABOLISMO DA LACTOSE

Os carboidratos sdo macronutrientes essenciais e fundamentais na dieta, sendo a
principal fonte de energia do organismo®'°. Eles se apresentam como agucares livres,
como monossacarideos e dissacarideos (exemplos: frutose, sacarose, lactose), e
oligossacarideos e polissacarideos (exemplos: dextrinas, amido, glicogénio, celulose)’.
Predominam nas células vegetais, exceto a lactose e o glicogénio, presentes em células
animais’.

A lactose é sintetizada nas glandulas mamarias, sua concentragdo varia entre
espécies, sendo aproximadamente 7% nos humanos e 5% no leite de vaca''. E composta
por uma molécula de galactose ligada a uma de glicose, digerida por meio de hidrdlises
no intestino delgado pelas dissacaridases'?. Esta quebra da lactose em monossacarideos
€ realizada por uma proteina expressa nas microvilosidades intestinais denominada
lactase-florizina hidrolase, mais conhecida como lactase™s.

Quando a atividade da enzima lactase se encontra abaixo do esperado (hipolactasia),
a lactose tem espaco para avangar do intestino delgado até o colon, onde ocorrera uma
fermentacdo por meio de bactérias anaerdbias que irdo converter a lactose em acidos
organicos de cadeia curta como o acido acético, propidnico e butirico, e fara a liberagéo
de gases como o didxido de carbono (CO:), hidrogénio (H:) e metano (CH4)'2.

Parte dos gases é liberada como flatos, parte é absorvida e exalada pelos pulmdes.
Os &acidos graxos de cadeia curta sdo absorvidos e metabolizados pelo colon’. A
sobrecarga do célon pode causar sintomas como célicas abdominais, flatuléncia, diarreia

e inchago devido a distensao intestinal'’-12,

OS POLIMORFISMOS E OS GENOTIPOS

A correlagao entre persisténcia ou ndo-persisténcia da lactase esta ligada a variagdes

genéticas existentes no gene da lactase (LCT), e ndo a variantes na regido codificadora



do gene, corroborando com a redugao da sintese de lactase, tendo ligagao direta com
fatores como a idade do paciente’?.

As evidéncias de que a persisténcia a lactose e a nao persisténcia a lactose sao
controladas por uma variante reguladora do elemento de agao cis voltada para a diregéao
a montante do gene LCT (regido 5’) foram identificadas por meio de diversos trabalhos
realizados com familias finlandesas'’. Existem diversos polimorfismos de acordo com
cada populacdo que podem desencadear uma alteracdo na atividade enzimatica da
lactase, entretanto, foram observadas duas principais variantes associadas ao fenétipo
de ndo-persisténcia da lactase: uma variante polimérfica, LCT-13910C>T (rs4988235),
no intron 13 do gene MCMG6, regido controladora da expressao da lactase localizada a
13.910 bp (pares de base) do cdodon inicial do gene LCT, enquanto a variante LCT-
22018G>A (rs182549), localizada no intron 9 do gene MCM6, esta a montante 22.018 bp
do lécus do gene LCTE.

Os mecanismos epigenéticos sao frequentemente atribuidos a variacdo de
transcricdo dentro do mesmo tipo celular, determinando assim a identidade celular e
causando algumas alteragdes nas fungdes gendmicas em resposta ao envelhecimento e
aos sinais ambientais. A metilagdo do DNA, um mecanismo epigenético, € um fato de
extrema importancia no processo de regulagdo para a expressdo génica durante a
diferenciagdo de diversos tecidos autorrenovaveis, como € o caso do tecido intestinal'’.

A néo persisténcia da lactase ocorre devido ao acumulo de metilagdo de DNA com
a idade. Pesquisas sugerem que haplétipos da ndo persisténcia a lactose contendo o
alelo -13970>C acumulam citosinas modificadas que silenciam os elementos reguladores
do LCT ao contrario do haplétipo contendo o alelo -13970>T. Este envelhecimento
epigenético pode ser responsavel pela reducdo da atividade da lactase em diferentes
populagdes humanas'”.

Outros SNPs estdo associados ao fendtipo de persisténcia e nao-persisténcia da
lactase e podem ser verificados na tabela 1. No estudo realizado por Anguita-Ruiz et al.’
(2020), foi descrito que o SNP mais frequente na populagdo mundial foi o LCT-13910C>T.
Ja a variante LCT-13495C>T apresenta prevaléncia em 50% na populagao espanhola,
italiana e portuguesa, observando uma prevaléncia superior a 15% nestes casos. Ja na

Peninsula Arabica e na Africa Oriental, foram observadas quatro diferentes mutagdes



associadas a persisténcia a lactose, sendo elas LCT-13907C>G (rs41525747), LCT-
13915T>G  (rs41380347), LCT-14009T>G (rs820486563) e LCT-14010G>C
(rs145946881), todas estando agrupadas no intron 13 do gene MCM6. Para populacdes
americanas, a variante mais encontrada é a LCT-13910C>T".

Tabela 1 - Frequéncias de alelos associados a intolerancia a lactose

diferenciadas por pais/populagao.

Tipo e frequéncia alélica (%)

Pais/Populagéo LCT- LCT- LCT- LCT- LCT-
13910C>T 13915T>G 14010G>C 13907C> 14009T>
G G

Finlandia 58,1 - - - -
Tasmania - - 31,9 - -
Sudao (Afroasiatico Beja - - - 20,6 -
Italia (Nordeste) 23,7 - - - -
Italia (Centro-Norte) 13,3 - - - -
Etidpia (Amarico) - 13,2 - - -
Arabia Saudita - 59,4 - - -
Etidpia (Afar) - 15 - 20 -
Etiopia  (Pastores de 1,9 51 0,5 5,6 1,4
Camelo Somalis)

Xhosa (Africa do Sul) - - 12,8 - -
Jordania - 39,1 - - -
Chile (Amerindios) 5,8 - - - -
Brasil (Caucasianos) 24,7 - - - -
Brasil Afro-descendentes) 18,3 - - - -
Quénia - - 27,6 - -
Estonia 51,4 - - - -
Ilhas Canarias 36,5 - - - -
Chile (Hispanicos) 22 - - - -
Hungria 35,9 - - - -
Russia (Norte) 38,9 - - - -
EUA (Afro-descendentes) 9 - - - -
Mali 37 - - - -

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

Estudos epidemiolégicos relatam que a maior taxa de prevaléncia da Intolerancia a
Lactose esta em populagdes onde historicamente possuem um consumo de alimentos

oriundos da agricultura. Estas populagdes apresentaram uma redugao na expressao da



enzima lactase e um aumento na populagao intolerante. Estéo presentes nesse grupo as
populagdes africanas, paises da América Latina, sul da Europa, a regido do
Mediterraneo, sul da Italia, Grécia, Asia e populagdo judaica. Ja as populacdes que
possuem uma alta atividade agropecuaria e, portanto, alto consumo de laticinios, a
Persisténcia a Lactose atinge quase 100% de prevaléncia populacional, casos do norte
da Europa, América do Norte e Oceania’®.

No Brasil, apesar de a populagao possuir uma ancestralidade Africana de proporgao
importante, estudos realizados avaliando DNA mitocondrial indicaram que os imigrantes
africanos que vieram ao pais na época da escraviddo foram de regiées onde o SNP-
13910C>T era prevalente, entretanto este polimorfismo de mutagao no alelo C parao T
do gene -13910 na populagao negra brasileira esta presente em somente 20% do grupo,
sugerindo assim uma alta miscigenagdo com populagdes Europeias que possuem uma
alta prevaléncia de Intolerancia a Lactose, e pelo fato de o Brasil ser um pais extenso e
de populagao bem diversificada, as proporcdes da condi¢ao de intolerancia a lactose sao

diferentes dependendo da regido, como demonstrado na tabela 29,

Tabela 2 - Prevaléncia de Intolerdncia a Lactose nas regides do Brasil

Regla_o Etnia Prevell)lenm N avaliado Estudo
brasileira a (%)
Caucasianos 46 Sparvoli
Sul Asce_ndenma 73 70 1990
africana
Caucasianos 5,2 Pretto et al.,
Sul Nao-Caucasianos 15,5 225 2002
Caucasianos 45
Ascendéncia Séva-
Sudoeste africana 85 80 Pereira, 1982
Asiaticos 100
Sudoeste Caucasianos 53,2 115 Escoboza et
Nao-Caucasianos 91,3 al., 2004
Caucasianos 57
Mulatos 57
Sudoeste Asce_ndenma 80 567 Mattar et al.,
africana 2010
Ascendéncia

100
Japonesa




Populacao

Centro-Oeste Indigena 89,3 251 Alves et al.,
2002
(Terenas)
Tri-hibridos
(Caucasianos, Sparvoli
Nordeste Ascendéncia 75,5 37 P ’
: 1989
africana e
Asiatico)
Brasileiros
(Ascendéncia 68,1
Sul, Sudeste africana) 981 Friedrich et
e Norte Brasileiros al., 2012
(Ascendéncia 48,6
europeia)

Adaptado de: Queiroz et al, 2019.

METODOS DIAGNOSTICOS FREQUENTES

Um método comum de diagndstico da intolerancia a lactose (IL) é o teste de
tolerancia a lactose, uma variagao do teste de glicemia. O paciente realiza uma coleta de
sangue em jejum para estabelecer a glicemia basal. Em seguida, ingere uma solugao de
lactose diluida em agua, com amostras de sangue coletadas em intervalos de 30 minutos
até 2 horas'®?®. Interpreta-se o resultado com base no aumento da glicemia em relagao
ao basal: menos de 20 mg/dL indica baixa absorgéo de lactose (grupo "nao-persistente
a lactase"), enquanto um aumento de 25 mg/dL ou mais sugere atividade normal.
Resultados entre 20 e 25 mg/dL s&o considerados indeterminados’®.

Outra opgao é o Teste do Hidrogénio Expirado, um método confiavel que avalia a
intolerancia a lactose medindo o hidrogénio liberado pela fermentacéo da lactose nao
absorvida pela flora intestinal. O teste utiliza um analisador portatil de hidrogénio, e um

aumento de 20 ppm indica ma-absorgéo de lactose?°.

TECNICAS MOLECULARES PARA IDENTIFICAGAO DA INTOLERANCIA A
LACTOSE

A amplificagdo de acidos nucleicos é uma ferramenta que possui um grande papel
como biomarcador na medicina clinica para auxiliar no diagndstico de doencas
infecciosas, distlrbios e avaliagdo de marcadores genéticos?'. Desde o inicio desses

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



tem sido uma técnica amplamente aplicada para o diagnéstico de alteragcbées de acidos
nucleicos, se tornando a técnica considerada “padréo-ouro” para este tipo de analise?°.

A intolerancia a lactose, por possuir fatores genéticos associados com a diminuigao
da atividade da lactase, pode ser diagnosticada de maneira satisfatoria por meio de
exames moleculares que permitem a genotipagem via técnica de Sanger seguido pela
amplificacdo pela técnica de PCR.

A complexidade e os altos custos dos equipamentos necessarios para a realizagao
de testes de PCR restringem o método a possuir um maior alcance a populagéo, e, com
isso, formas alternativas foram desenvolvidas, que é o caso do AS-LAMP, Alelo Specific-
loop-mediated isothermal amplification (em portugués: Alelo Especifico-Amplificagcédo
Isotérmica mediada por Lago)?*. 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 amplificagéo realizada em uma temperatura fixa,
0 que torna seus equipamentos menos complexos, podendo ser utilizado entdo como
uma metodologia de testagem molecular mais rapida®®. No Brasil, ainda n&o existe teste
de Intolerancia a Lactose que utilize a metodologia AS-LAMP para a liberagdo de
resultados, porém a metodologia vem crescendo nos ultimos meses e ganhando mercado
pela confiabilidade, agilidade para a liberagdo 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 néao tdo difundida, porém que vem ganhando cada vez mais
espaco de discussao devido a suas vantagens perante a metodologia PCR quando se

fala em relagéo a custo, diagnosticos de qualidade e escalabilidade.

5 Conclusao
A intolerancia a lactose € uma condicdo associada com polimorfismos na regido
reguladora do gene LCT que expressa a enzima lactase, na qual a frequéncia do

polimorfismo associado pode variar de acordo com a populacéo.



O Brasil, por possuir populagdo com tracos principalmente africanos e europeus,
possui uma frequéncia de intolerancia a lactose de aproximadamente 21% e o gendétipo
a variante de maior frequéncia é o LCT-13910C>T.

Atualmente a forma mais comum de identificacdo da intolerancia a lactose é por meio
de testes da curva glicémica, teste em que para obtencdo do resultado positivo ou
negativo para esta condigdo, o paciente se submete a uma carga consideravel desse
acgucar, que ira desencadear todos os sintomas ja conhecidos e que geram grandes
desconfortos.

Testagens com exames moleculares utilizando o sequenciamento de Sanger seguido
pela amplificacdo 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 nao
seja tao difundido quanto poderia. Ja o AS-LAMP que tem a capacidade de realizar a
amplificacdo do alvo exponencialmente em temperatura constante, em um tempo de
processamento inferior a técnica considerada “padrao-ouro” para analises moleculares
(atualmente a o sequenciamento em sequéncia da PCR), e mesmo assim apresentar
resultados satisfatorios para diagnostico e uma oportunidade promissora para
desenvolvimento de testes diagndsticos moleculares.

Considerando a intolerancia a lactose uma condi¢cao que o seu teste de diagndstico
€ um teste de grande desconforto no paciente, opcdo como o AS-LAMP se torna ainda

mais interessante para ser explorado como metodologia de diagndstico.
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Resumo

Pela grande relevancia dos Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (SNPs) como
biomarcadores para o diagndstico de condi¢des relacionadas a variagdes na sequéncia
de DNA, é necessario que existam estratégias simples e diretas para fornecer os
resultados a populagdo. Com o avango na area, a técnica de amplificagao isotérmica tem
se mostrado em constante evolugao e por este motivo, estudos vém sendo investidos
progressivamente para o desenvolvimento de testes baseados em Alelo Especifico-
Amplificagao Isotérmica Mediada por Loop (AS-LAMP). Neste trabalho, foi realizada a
avaliacao de um teste para deteccdo de um SNP associado a intolerancia a lactose,
utilizando a técnica de Amplificagado Isotérmica Mediada por Loop (AS-LAMP), em um
sistema point-of-care (POC). O SNP estudado € o LCT-13910C>T, um dos polimorfismos

associados a intolerancia a lactose com maior frequéncia na populacao brasileira. Para



isso, foram realizados testes com diferentes formatacdes, tendo a base dos testes sendo
desenvolvida de duas maneiras: uma com aditivos para uma analise fluorescente e uma
avaliagcao colorimétrica com diferenciagcao via alteragdo de pH. Os resultados mais
promissores foram no teste utilizando a fluorescéncia como principio de amplificacao,
porém nao foi encontrado um periodo (em minutos) em que se fizesse possivel diferenciar
os diferentes gendtipos na reagdo. Dessa forma, o presente trabalho sugere a
necessidade de incluir sonda fluorescente especifica para cada alelo alvo na reacgao,
para os diferentes gendtipos associados a condicdo sejam adequadamente
discriminados.

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

Amplificagao 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 ampilification 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 Nucledtido Unico (SNPs) como
biomarcadores para el diagndstico de condiciones relacionadas con variaciones en las
secuencias de ADN, es fundamental contar con estrategias simples y directas para
proporcionar resultados a la poblacién. Con los avances en el area, la técnica de
amplificacion isotérmica ha demostrado una evolucién constante. Por esta razon, se han
incrementado los estudios para el desarrollo de pruebas basadas en la Amplificacion
Isotérmica Mediada por Bucle Especifica de Alelo (AS-LAMP). En este estudio, se evaluo
una prueba para la deteccion de un SNP asociado a la intolerancia a la lactosa utilizando
la técnica AS-LAMP en un sistema de punto de atencion (POC). EI SNP analizado fue
LCT-13910C>T, uno de los polimorfismos asociados a la intolerancia a la lactosa con
mayor frecuencia en la poblacion brasilefa. Para ello, se realizaron pruebas con
diferentes formatos, desarrollando dos enfoques principales: uno con aditivos para un
analisis basado en fluorescencia y otro con una evaluacion colorimétrica mediante
variacion del pH. Los resultados mas prometedores se obtuvieron con la prueba basada
en fluorescencia como principio de amplificacién. Sin embargo, no se identifico un periodo
especifico (en minutos) en el que fuera posible diferenciar claramente los distintos
genotipos durante la reaccion. Por lo tanto, este estudio sugiere la necesidad de incluir
una sonda fluorescente especifica para cada alelo objetivo en la reaccion, con el fin de
garantizar una adecuada discriminacion de los diferentes genotipos asociados a esta
condicion.

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

isotérmica.

1 Introducgao

Os polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) representam a forma mais simples
e difundida de variagdo da sequéncia genética, chegando a numeros proximos a 96%
(1000 Genomes Project Consortium, 2015) das variagcbes genéticas presentes no
genoma humano, tendo, portanto, uma grande contribuicdo na variabilidade fenotipica
entre individuos. Esta classe também se torna muito relevante na correlagdo com a

predisposicao a determinadas doencas, na eficacia de medicamentos e até em relacao a



sua toxicidade, além de mudancgas causadas por estimulos ambientais, sendo os SNPs
portanto um importante biomarcador (Zhang et al., 2016).

Um exemplo de doencga relacionada a polimorfismos de um unico nucleotideo é a
intolerancia a lactose. A intolerancia a lactose é uma condi¢cdo causada pela deficiéncia
enzimatica no intestino delgado que resultara em uma redug¢ao na quebra da lactose pela
lactase. A auséncia da hidrélise da lactose em glicose e galactose permite que a lactose
avance até o coélon, gerando uma fermentacdo que causara desconfortos abdominais.
Esta condicdo esta relacionada aos polimorfismos de nucleotideo unico que afetam a
expressao 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 esta localizado na regiao
cromossdmica 2g21. E 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 presenca do polimorfismo LCT-13910C>T, localizado acima
do lécus LCT, no intron 13 do gene MCM6 (manutencdo de microcromossomo tipo 6).
Os individuos com gendotipos homozigotos C/C apresentaram sintomas relacionados a
intolerancia a lactose, ja os gendtipos C/T ou T/T se apresentaram tolerantes a lactose
(Sahi et al., 1973).

O protocolo considerado “padrao-ouro” para identificacdo de SNPs é a Reagao de
Cadeia Polimerase (PCR) seguido do sequenciamento de Sanger (Fietto et al., 2021),
porém, apesar de ser considerada o “padrao-ouro”, esta técnica pode apresentar
algumas limitagcbes para uma alta escala de testagem, como exemplo a sua
complexidade de execucao, os equipamentos sofisticados que realizam ciclagem térmica
e moédulos de imagem, além de periodos longos de incubagédo 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 Especifico-Amplificagao Isotérmica Mediada por Loop (AS-LAMP),
passando a ser possivel realizar a amplificacdo do alvo em tempos inferiores a 1 hora em
uma temperatura fixa entre 60°C e 65°C, utilizando equipamentos menos complexos
(Varona et al., 2021). A técnica de AS-LAMP se baseia no deslocamento da dupla fita de

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



possivel a amplificagao do alvo mesmo que em baixas concentra¢des (como 01 atomolar)
e ao término da reagdo ser encontrado aproximadamente 10° - 10'° cépias de DNA alvo
(Fé, 2018).

Para que uma reagcdo de amplificagdo AS-LAMP ocorra, é necessario 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
sequéncias distintas do DNA alvo (Fé, 2018). Este mecanismo cria um produto inicial de
DNA em forma de grampo que sera amplificado de forma exponencial e ciclica,
produzindo concatameros com diversas repeti¢coes invertidas do DNA alvo (Carlos et al.,
2017).

A deteccdo do DNA alvo em ensaios de AS-LAMP pode ser realizada através de
diversas abordagens diferentes. Uma delas seria a amplificacdo por fluorescéncia, que
possui sondas fluorescentes ligadas a fluoréforos, na qual quando a amostra for
complementar ao alvo do teste, ocorrera a formagao de grampos para uma reagao
positiva e conforme os grampos se formam, os fluoréforos vao sendo liberados no meio
liquido, gerando a reacdo fluorescente. Outro método €& a colorimetria, onde a
diferenciacao do positivo é realizada por meio da variagao do pH que ocorre quando os
grampos formados em uma reagao positiva tém como produto os prétons que geram uma
alteragdo no pH, e pela adicdo de corantes sensiveis a essa alteragcdo, gera-se uma
alteracdo na cor (Thi et al., 2020).

O fato de nao se fazer necessario o uso de termocicladores e da possibilidade de seu
diagnostico ser a olho nu ou por meio de sensores digitais simples, essa técnica vem
sendo enquadrada com sucesso nas configuragdes 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 intolerancia a lactose utilizando a
abordagem de alteracdo de pH ou fluorescéncia para detecgdo do SNP LCT-13910C>T
onde o teste apresentara 2 tubos, sendo um para a deteccéo do alelo C e o outro para o
Alelo T, sendo a interpretacdo do gendtipo realizado através do resultado conjunto de

amplificagcado dos tubos.



2 Materiais e Métodos

2.1 Amostras

As amostras utilizadas para o estudo foram adquiridas via uma parceria com o
laboratdrio de Genética Molecular Humana da Universidade Federal do Parana (UFPR).
As amostras utilizadas foram coletadas de individuos brasileiros afrodescendentes da
regidao Sul do Brasil (Alves et al., 2021). As amostras de sangue tiveram o DNA extraido
ou pelo método do fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (Sambrook et al., 1989) ou pelo
método de salga (Lahiri et al., 1991).

As amostras foram entregues pela Universidade Federal do Parana ja 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 | e Fosfatase Alcalina (Thermo
Fisher Scientific) no termociclador citado anteriormente em 37°C durante um periodo de
1h e a 80°C por 15 minutos. O sequenciamento foi realizado utilizando o forward primer
5-GGCAGGGGTTTGGAACTTTCA-3 e o] reverse primer 5--
CTGTTGAATGCTCATACGACCA-3'. As reagdes para o sequenciamento consistiram em
um primeiro passo de 95°C por 1 minuto, seguidos por 25 ciclos de 95°C por 10 segundos,
50°C por 5 segundos e 60°C 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
sequéncia de nucleotideos elaborada por Carlos et al. (2017), porém adaptacdes de
proporgdes dos conjuntos de primers foram realizadas para compor a mistura de reagao

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



Tabela 3 — Sequéncia de Primers para a genotipagem do SNP do LCT -
13910C>T (dbSNP rs4988235).

Nome Sequéncia (5’-3’)
LAMPMCM6-B3 TAAAACTAGGAAAACGCAGG
LAMPMCM6-F3wt GGCAATACAGATAAGATAATGTAGT
LAMPMCM6-F3mut GGCAATACAGATAAGATAATGTATC

LAMPMCM6-BIP TCCACGAGGATAGGTCAGTGGAAGATGGGACGCTTGAA

LAMPMCMG6-FIP | TGCAGGGCTCAAAGAACAATCTAACTGGCCTCAAAGGAACTC
Fonte: Os Autores, 2024 baseado em Carlos et al., 2017.

2.3 Deteccgao dos alelos

Cada conjunto de primer possui uma sequéncia de nucleotideos especifica para a
detecgao ou do alelo T para o caso do Primer denominado “Wild-Type” ou a detecgao do
alelo C para o primer aqui mencionado como “Mutado”. Para que seja possivel classificar
se o individuo possui ou ndo o polimorfismo de nucleotideo unico na regido LCT-
13910C>T sera necessario a interpretacdo conjunta das reagdes com os diferentes

conjuntos de primers que estao representados no esquema abaixo:

Figura 1 - Esquema do conjunto de primers Mutado e “Wild-type” para os 3
diferentes gendtipos e o seu resultado apés submetido as condigdes do teste

como tempo e temperatura.

Amostra CC Amostra TT Amostra CT

Wild-type Mutado Wild-type Mutado Wild-type Mutado
> > > > > >

Legenda: A coloragao avermelhada representa o estado basal da reagdao quando nao é detectado na solugao

a presenca do DNA-alvo, ndo tendo a amplificacdo do DNA e, portanto, representa um resultado considerado



negativo. Ja na reagdo que apresenta coloragdo amarelada, indica que houve a amplificagdo do DNA-alvo,

sendo um resultado positivo para a reagao molecular.

Fonte: Os Autores, 2024.

Para a revelacdo da amplificacdo do teste, existem diferentes metodologias e
corantes. Neste trabalho, levando em consideracdo desenvolvimentos realizados no
laboratério de Biologia Molecular da Hilab, os modelos mais explorados foram a
colorimetria e a fluorimetria. Na colorimetria, o principio € uma analise visual de alteragao
de cor, sendo possivel portanto, a identificagdo do resultado a olho nu. Ja na fluorimetria,
temos a excitagao dos ativos fluorescentes presentes na amostra pela luz ultravioleta
(UV) emitida pelo equipamento, com isso, € possivel identificar a reagéo fluorescente,
porém com sua Vvisualizagdo sendo possivel somente através de sistemas e

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

2.4 Descricao das concentragoes para a criagao dos primers base para a reagao
(V.01)

Para compor a primeira versdo da mistura de reagéo para o teste (V.01), para cada
tubo de primer (Wild-type e Mutado) de concentragao 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/uL DNA Polimerase (Bst NEB), 10 ng/uL
de amostra, agua livre de DNAse e para a leitura fluorescente os insumos utilizados foram
1 X de ROX, 5 uM de Syto 9.

2.5 TO001: Otimizagao de reagao para leitura fluorescente e colorimétrica

Nesta etapa denominada T0O01, foram realizados dois testes distintos em um unico
mix de primers, pois 0 objetivo estava na identificagdo de amplificacdo colorimétrica, e
para isso foram adicionados corantes indicadores de pH e também a adicdo de um
fluoréforo para a revelacao por fluorescéncia.

O teste realizado teve como objetivo replicar o protocolo utilizado no artigo base de
Carlos et al., 2017 utilizando algumas adaptacdes para a metodologia colorimétrica. Para
sua execugao, foi produzida uma segunda versao do mix de primers denominado como

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



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

tépico anterior.

Tabela 4 — Composi¢ao do mix de reagao para o T001.

Insumo Concentracao | Unidade
Tris-HCI 0,5 M
Tween 20 0,1 %
KCI 50 mM
(NH4)2S04 10 mM
MgSOs4 2 mM
Betaina 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

Agua NF - -

Fonte: Os Autores, 2024.

Neste teste, foram realizadas variagdes de 03 temperaturas (65°C, 66°C e 67°C) com
0 objetivo de identificar qual seria a temperatura 6tima para a reagao ocorrer. Para
realizacao das leituras e amplificagao do teste, foi utilizado o equipamento QuantStudio
cuja fluorescéncia do resultado positivo € dada pela excitagdo do fluoréforo Syto-9
adicionado na reacao.

Ja para a analise colorimétrica, uma solugcédo basica de KOH foi adicionada para
regular o pH da reagdo e ajustar a intensidade de vermelho, assim variagbes da
intensidade do vermelho ou a sua alteragao para o amarelo poderiam ser visualizadas.
Os tubos com o primer antes de submetidos as condigbes de amplificacao podem ser

visualizados na imagem a seguir:

Figura 2 - Tubos com primers Wild-type e Mutado antes de serem submetidos

as condigoes do teste.

Fonte: Os Autores, 2024.



O objetivo deste teste foi identificar a existéncia de amplificagdo por reacgdes
inespecificas tanto na reacao colorimétrica quanto na reagao por fluorescéncia, e para
assegurar que os resultados positivos e negativos seriam verdadeiros. Para uma amostra
verdadeiramente negativa foi adicionado agua como controle negativo. Ja para avaliagao
das amostras positivas, foram adicionadas amostras heterozigotas, que por sua
caracteristica, devem se apresentar positivas para ambas as misturas de primers.

Para avaliar diferentes variagcbes na quantidade de DNA que seria ideal, foram
testadas duas concentragdes de 10 ng e 50 ng de DNA por reagéo. Tanto a leitura visual
quanto a leitura fluorescente foram realizadas apés 150 minutos, nas trés condi¢cdes de
temperatura que foram mencionadas previamente.

Neste teste, espera-se que os tubos em que foi adicionada agua como controle
negativo permanegam negativos na fluorescéncia e uma coloragdo avermelhada dos
tubos em pelo menos uma das temperaturas. Ja no conjunto de tubos em que foram
adicionadas amostras heterozigotas (C/T), espera-se uma amplificagdo em ambos os
primers em pelo menos uma das temperaturas selecionadas e que a coloragdo do meio

migre para o amarelado.

2.6 TO002: Teste com mix para Fluorescéncia 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 realizacido dos testes
foi a de 66°C por ser a temperatura 6tima para os primers. O protocolo que foi utilizado

para esses testes esta demonstrado na tabela 5 a seguir.

Tabela 5 — Composicao do mix de reagao para o T002.

Insumo Concentracao | 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

Agua NF - i

Fonte: Os Autores, 2024.
2.7 TO003: Curva de Betaina

A Betaina é um aditivo de reacdo que possui como fungdo o aumento da
especificidade das reagdes moleculares (Foo et al., 2020). Com o objetivo de realizar
uma boa diferenciagao entre a curva de amplificagao dos primers tanto o mutado quanto
o wild-type, foram testadas amostras do gendtipo 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 concentragao
diferente de betaina, construindo assim uma curva de betaina avaliando a diferenca entre
os tempos de amplificacdo dos primers com as diferentes concentracdes deste aditivo.
Foram selecionadas as seguintes concentra¢des de Betaina: 0,4 M, 0,8 M e 1,6 M. A

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

Tabela 6 — Composi¢ao do mix de reagao para o T003.

Insumo Concentragcao | Unidade
Isothermal Buffer NEB 1 X
MgSO4 6 %
Betaina 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

Agua NF - -

Fonte: Os Autores, 2024.

Espera-se encontrar uma diferenciacdo maior entre o momento de amplificacao
verdadeiro-positivo e verdadeiro-negativo em pelo menos uma das concentragbes de

betaina testadas.
2.8 TO004: Teste com aditivos alternativos a Betaina

Com o intuito de avaliar qual seria o melhor aditivo para suprimir as reacdes
inespecificas que podem ocorrer nos testes, foram selecionados alguns substitutos a
Betaina para avaliar uma melhora na performance do exame e para que seja possivel a
identificacao e diferenciacdo das amostras reagentes nos primers. Os aditivos testados
e suas concentragdes 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 gendtipo 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 condi¢cdo de aditivo que retarda a amplificagcao
sem que haja o aparecimento de resultados falso-negativo. A relacdo dos insumos

utilizados pode ser avaliados na tabela abaixo:

Tabela 7 — Composi¢cao do mix de reagao para o T004.

Insumo Concentragao | Unidade
Isothermal Buffer NEB 1 X
MgSOa 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

Agua NF - i

Fonte: Os Autores, 2024.
3 Resultados e Discussoes

3.1 Resultados T001: Teste com primers da versdao V.01 para visualizagao

colorimétrica e fluorescente

Na avaliacao 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 n&o viavel para um teste com uma avaliagcao colorimétrica. Este resultado pode
ser justificado pelo fato do sulfato de aménio possuir em sua caracteristica, quando
submetido a temperaturas elevadas, sua decomposigao térmica, resultando na formacao
de produtos como amdnia (NH3) e didxido de enxofre (SO.), que, quando dissolvidos em
agua, podem afetar o pH da solugéo, resultando em variagdes de cor que podem ser
interpretadas erroneamente como um resultado positivo, mesmo na auséncia de

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



Figura 3 - Tubos com primers Wild-type e Mutado ap6s serem submetidos as

condicoes do teste.

Fonte: Os Autores, 2024.

Por outro lado, na fluorescéncia o teste ndo apresentou nenhuma amplificacdo em
nenhuma das variaveis testadas, (dgua como controle negativo, e amostras positivas de
genotipo C/T, na qual o resultado esperado seria a amplificagdo para ambos os tubos de
primers). Os testes aumentando a concentragdo de amostra até 50 ng/uL também nao
obtiveram sucesso.

Os resultados discordantes entre ambas as metodologias de revelagdo se mostrou
positivo, pois considerando que os resultados positivos no método colorimétrico sao
falsos-positivos decorrentes do sulfato de aménio e que a amplificagao por fluorescéncia
que € o método mais sensivel ndo apresentou amplificacdo, podemos considerar que nao
estdo ocorrendo interagdes entre os primers causando reagdes inespecificas.

Para os proximos passos do desenvolvimento, levando em consideragcao os
resultados obtidos para a criacdo de um protocolo colorimétrico, existem varias
adaptacdes que precisam ser executadas para que a reagao fique com a coloragao inicial
correta, realizando ajustes de pH com acidos ou bases. A fim de evitar a adicdo de mais
interferentes na reacao, foi entdo decidido prosseguir os testes utilizando apenas o

fluoréforo e os itens base para uma reacédo por fluorescéncia, e assim que forem



alcancados os resultados desejados, testes para adaptagcdo do protocolo de reagao
fluorescente para o colorimétrico serao realizados.

Testes utilizando o mix de primer V.01 que possui uma concentragdo maior de
inicializadores FIP e BIP na mistura também podem ser uma solugao para obtengao de
sucesso de amplificagao nas amostras positivas, visto que nos testes fluorescentes, néao
obtivemos amplificagao.

Levando em consideragao também que a Betaina é um inibidor de reagdes por
aumentar a especificidade das ligagdes, pensou-se em realizar testes subsequentes sem

a utilizacido de Betaina para avaliar se ocorrera ou nhao a amplificagao das amostras.
3.2 Resultados T002: Teste com Mix para Fluorescéncia V.01

As analises somente para a fluorescéncia a fim de conseguir a amplificacdo de
amostras positivas foram bem-sucedidas, confirmando que os outros itens adicionados a
reacao para a reagao colorimétrica estavam interferindo na reacéo do teste. Neste caso,
as amostras de gendtipo C/T testadas apresentaram amplificacbes para ambos os
primers (Wild-type e Mutado). Ja nos tubos em que nao foram adicionadas amostras, foi
observado uma amplificacdo mais tardia e de intensidade menor, como pode ser
visualizado no grafico 1. Os dados para as 8 amostras positivas e 8 amostras negativas

testadas podem ser observados na tabela 8.



Grafico 1 - Resultado das amostras positivas e negativas para o gene LCT-

13910C>T.
@ 0 - Resultado Negativo 1- Resultado Positivo
1
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Fonte: Os Autores, 2024.

Tabela 8 - Resultado bruto das amostras rodadas no QuantStudio para os

primers Wild-type e Mutado.

Primer Genétipo | Resultado Minuto Intensidade de
Amostra Esperado | Amplificagdo | Fluorescéncia
(CT) (Delta RN)

Mutado CIT Positivo 69 12,9
Wild-type CIT Positivo 84 13,5
Mutado C/IT Positivo 70 12,9
Wild-type C/IT Positivo 81 13,8
Mutado CIT Positivo 101 15,0
Wild-type CIT Positivo 103 17,0
Mutado C/IT Positivo 84 15,8




Wild-type CIT Positivo 126 15,8
Mutado Agua Negativo 139 11,2
Wild-type Agua Negativo 148 2,7
Mutado Agua Negativo | Indeterminado 0,0
Wild-type Agua Negativo 140 11,6
Mutado Agua Negativo 147 3,4
Wild-type Agua Negativo 123 15,8
Mutado Agua Negativo | Indeterminado 0,0
Wild-type Agua Negativo 128 17,3

Fonte: Os Autores, 2024.

Com os resultados positivos, para dar continuidade ao desenvolvimento e tentar
realizar uma melhor diferenciacdo dos resultados, testes com diferentes concentracoes
do inibidor Betaina foram executados, pois apesar de identificarmos uma diferenga entre
as amostras positivas e as amostras negativas (utilizando agua) no tempo de
amplificagcdo, a variagdo encontrada no tempo das amostras positivas foi muito grande,
se aproximando muito da amplificagdo negativa pelo alto tempo de incubag¢ao da reagao
(150 minutos). Outro fator importante a ser observado € que ndo houve uma separagao
aparente entre a amplificagdo no primer Wild-type e Mutado, muito provavelmente por
estarmos analisando uma amostra que amplifica para ambos os reagentes.

Como proximos passos, foram realizados testes adicionando diferentes
concentragdes de Betaina, para que seja possivel aumentar a especificidade da reagao
sem que cause retardamento no tempo de amplificagcdo, o que podera prejudicar a
diferenciagao entre uma amplificacdo verdadeiramente positiva de uma amplificagcao
falso-positiva. Teste em gendtipos homozigéticos também se fazem importantes, pois
como amostras CC tem como caracteristica a amplificagdo somente no tubo contendo o
mix de reagcao Mutado e amostras de gendtipo TT que apresentara resultados positivos
somente no tubo que contém o primer Wild-type, faz com que seja possivel identificar o

gendtipo do paciente pelo conjunto de resposta dos primers.



3.3 Resultado T003: Curva de Betaina

Os resultados obtidos para o teste em que se esperava no resultado um aumento na
diferenciagao entre o verdadeiro-positivo para um falso-positivo nao foi bem-sucedido. As
triplicatas para ambos os primers nas diferentes concentragdes de betaina n&o se
apresentaram eficazes para aumentar esse intervalo para uma classificagao correta da
amostra. Na tabela de numero 9, estdo descritos todos os resultados obtidos nas

diferentes concentragdes de betaina.

Tabela 9 - Resultado dos testes utilizando Betaina como aditivo com o

objetivo de retardar as reagoes positivas.

Conc. Primer Genétipo | Resultado Minuto Intensidade de

Betaina Amostra Esperado | Amplificagdo | Fluorescéncia
0,4 Mutado CcC 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 CcC 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 1T 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 CcC 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 CcC 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 1T Positivo 91 13,2
0,8 Wild-type 1T 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 CcC Positivo 96 12,7
1,6 Wild-type CC Negativo 98 13,0
1,6 Wild-type CcC 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 1T Positivo 96 12,5
1,6 Wild-type 1T Positivo 94 12,5
1,6 Wild-type 1T Positivo 94 12,8

Fonte: Os Autores, 2024

Nos graficos 2, 3 e 4, podemos perceber que o minuto de inicio da amplificagado tanto
nas amostras em que se era esperado um resultado positivo quanto na amostra em que
se era esperado um resultado negativo convergem, ndo permitindo que exista uma

diferenciagao clara entre os resultados.



Grafico 2 - Resultado dos testes com betaina na concentragao 0,4 M.
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Grafico 3 - Resultado dos testes com betaina na concentragao 0,8 M.
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Fonte: Os Autores, 2024.

Grafico 4 - Resultado dos testes com betaina na concentragao 1,6 M.
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Fonte: Os Autores, 2024.



Autores realizaram estudos avaliando o comportamento de diferentes concentracdes
de betaina e os resultados percebidos foram que, concentracbes menores de betaina
(0,4M) toleram uma proporgao de resultados maiores de falsos-positivos, enquanto o
excesso de betaina (1,6M) podem prejudicar a eficiéncia da amplificagdo e por mais que
essa concentragdo nao 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). Ja
o autor Carlos et al.,, em seu desenvolvimento de um teste de metodologia AS-LAMP
obteve resultados satisfatérios para a concentragdo mais alta de betaina (1,6M), portanto,
€ importante realizar testes de otimizacdo, pois cada desenho de primer tera suas
particularidades e todo esse desenvolvimento racional para chegar na melhor
configuragéo do teste é essencial.

No caso do teste de intoleréncia a lactose em desenvolvimento neste trabalho, os
resultados em todas as concentracdes de betaina foram semelhantes quando avaliamos
o conjunto de primer Mutado e Wild-type, onde um era para apresentar uma amplificagao
num tempo menor que do outro primer, pelo fato de ter sido adicionado amostras
homozigotas a reacdo. A amplificagdo ter ocorrido em tempos semelhantes pode ser
explicada pelo fato de a deteccdo do teste ser pelo polimorfismo ocorrer em um unico
nucleotideo, sendo esse o uUnico fator para diferenciar ambos os primers, justificando as
amplificacbes estarem ocorrendo, porém sem a especificidade necessaria para
identificacdo do SNP. Outro fator possivel para esses resultados negativos seria a
betaina ndo ser o melhor aditivo para inibir reagdes inespecificas para esse exame.

Para dar sequéncia ao desenvolvimento do teste de intolerancia a lactose, foi definido
para proximos passos a realizacdo de experimentos utilizando aditivos alternativos a
betaina baseado em literatura e disponibilidade do laboratorio de biologia molecular
Hilab, buscando um inibidor que possibilite a diferenciagao entre os resultados negativos

dos positivos.

3.4 Resultado T004: Teste com aditivos alternativos a Betaina

A escolha dos aditivos alternativos foi realizada com base em referéncias

bibliograficas, na disponibilidade de materiais no laboratério de Biologia Molecular da



empresa Hilab e no volume de amostras disponiveis para os testes. Neste caso, seria
importante realizar testes seguindo o raciocinio anterior, com amostras que apresentem
resultados positivos de forma alternada para cada um dos primers, possibilitando a
classificagao genotipica do paciente, testando, portanto, amostras homozigoticas.
Foram selecionados entéo 4 aditivos alternativos a betaina, sédo eles: TMAC (Cloreto

de Tetrametilambnio), Formamida, Trealose e Acetamida.

3.4.1 Resultado TMAC (Cloreto de Tetrametilamonio)

O TMAC (cloreto de tetrametilaménio) é um sal de amdnio higroscopico que causa
um aumento na temperatura de fusdo do DNA (temperatura de melting) ao aumentar a
estabilidade do par de base AT, tendo uma preferéncia de ligagao a estes pares de base
por meio da atracdo existente dos bragos ndo polares dos ions (Ozay et al., 2021).

Em pesquisas em relacdo a quais seriam as concentragdes ideais para teste do
aditivo, foi identificado pelo autor Jang et al. (2022) que o TMAC foi um efetivo supressor
de amplificagbes nao especificas em todas as concentragdes testadas (entre 20 e 60
mM), sendo que foi apresentado um atraso de 4 minutos na reagao entre a menor € a
maior concentragao testada. Seguindo por este pensamento, no experimento para o teste
de Intolerancia a Lactose, foram testadas concentracées de 20 mM e 40 mM de TMAC
para avaliacdo de uma melhora na diferenciagado dos positivos para os negativos, e os
resultados encontrados nao foram satisfatorios, pois esse aditivo inibiu toda a
amplificagdo da reagdo em ambas as concentragdes testadas.

Os fatores que explicam o motivo da inibicdo dos resultados positivos para este
aditivo seriam concentracdes inadequadas do TMAC, pois concentragdes muito altas ou
muito baixas podem fazer com que ocorra a inibicdo da atividade da polimerase ou até
mesmo causar interferéncias na estrutura do DNA, fazendo com que ndo haja a
amplificagdo da amostra (Jang et al., 2022). Outro fator possivel é a estrutura molecular
do TMAC em concentragdes elevadas que interagem com a estrutura do DNA-alvo ou
dos primers, causando interferéncia que impega essa amplificacdo do material genético
(Vargas et al., 2018).

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

séo de 45% de conjunto GC, tendo, portanto, 55% do conteudo restante de AT, tendo em



vista que o TMAC possui uma melhor performance em amostras com maior dominancia
de conteudo AT, podemos considerar esses resultados insatisfatérios por razées como o
pH da reacao, a presenga de outros aditivos e componentes da reagédo ou até mesmo a

concentracdo de TMAC utilizada nao 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 a mistura de reagcdo como um
agente desestabilizador. Isso ajuda a diminuir a temperatura de fusdo dos produtos
amplificados, permitindo a amplificacdo isotérmica em temperaturas mais baixas,
auxiliando a manter os produtos de amplificagdo em forma de fita simples, facilitando a
deteccdo do acido nucleico alvo (Jang et al., 2022).

A concentragdo ideal do aditivo formamida para que ele consiga inibir as reacdes
inespecificas sdo variaveis entre os testes de biologia molecular, e estudos utilizando
concentragdes diferentes devem ser realizados (Chakrabarti, R., 2001). Na literatura
foram testadas diferentes concentragdes do aditivo que estavam na faixa de 1,25% até
10% de formamida, onde se mostraram resultados promissores com concentragdes de
formamida até 5%, acima disso a formamida inibiu totalmente a amplificacdo do teste
(Sarkar et al., 1990).

Para o experimento avaliando o desempenho do teste de Intolerancia a Lactose,
foram definidas 2 concentragdes intermediarias 2,5% e 5,0%, porém estas concentragdes
de aditivos inibiram a amplificagcdo do teste, o que pode ser justificado por uma possivel
desnaturagado da molécula de DNA, a alteragdo de algumas condi¢gbes da reagdo como
o pH e a concentragao dos ions disponiveis na solugao, ou simplesmente inibido a reagao

especifica do teste.



3.4.3 Resultado Trealose

O efeito da trealose foi investigado devido ao seu potencial de reduzir a temperatura
de fusao (temperatura de Melting) do DNA, fazendo com que as enzimas se tornem mais
estaveis e consequentemente tornando as reacdes moleculares mais especificas,
aumentando o rendimento nas situacdes em que a temperatura da funcdo enzimatica nao
era a ideal (Spiess et al., 2004).

Em testes realizados na literatura, foram avaliadas diferentes concentracbes de
trealose para avaliar o melhor desempenho. Foram selecionadas concentracdes de 100
mM até 400 mM do aditivo, e foi possivel concluir que, em concentracbes adequadas, a
trealose teve uma boa funcdo e aumentou a especificidade analitica do teste. Porém
quando em concentragdes mais baixas, a trealose nao pareceu ter efeitos significativos
na reagdao. Em concentragdes mais altas o seu beneficio foi o inverso, causando um
retardo da positividade e uma perda na taxa de amplificagao (Mok et al., 2016).

Os casos nao bem-sucedidos da trealose podem ocorrer por dois principais motivos,
O primeiro seria que, pela alta concentragao de trealose, a reagao apresenta uma redugao
significativa do Tm entre o alvo e o primer, afetando assim na eficiéncia da hibridizac¢ao.
Ja o segundo motivo seria uma possivel interagdo do préoprio aditivo entre si, formando
aglomerados que atuariam como agentes de congestao, reduzindo assim a taxa de
difusdo e afetando a amplificacdo do gene alvo (Mok et al., 2016).

Para teste deste aditivo, foram selecionadas 2 concentragdes mais baixas, 100 mM
e 200 mM de Trealose, e foi observado amplificacdo da amostra, e os resultados podem

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

Tabela 10 - Resultado das amostras rodadas com o aditivo Trealose nas

concentragdes de 100 mM e 200 mM.

Conc. Primer Genétipo | Resultado Minuto Intensidade de
Aditivo Amostra Esperado | Amplificagdao | Fluorescéncia
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 CcC Negativo 88 12,0
100 mM | Wild-type CcC 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 CcC 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 amplificagcdo, ndo houve um
retardamento significativo em relagdo as amplificagbes negativas para que seja possivel
realizar uma diferenciacdo entre os resultados para classificagado correta do gendétipo,
portanto a trealose nessas concentracfes testadas ndo apresentaram o resultado

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



Grafico 5 - Resultado dos testes com trealose na concentragao 100 mM.
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Fonte: Os Autores, 2024.

Grafico 6 - Resultado dos testes com trealose na concentragao 200 mM.
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Fonte: Os Autores, 2024.



3.4.4 Resultado Acetamida

A acetamida é uma substancia quimica organica que pode ser utilizada em diversas
abordagens na area dos testes moleculares devido a suas propriedades. Possui uma
atividade desnaturante em solucdes de eletroforese, nos testes moleculares pode ser
utilizada na extragdo de acidos nucleicos pois auxilia no rompimento das ligagdes de
hidrogénio, desnaturando a dupla fita de DNA (Kennedy, 2005).

Segundo publicagdes de Chakrabarti et al., 2001, a acetamida foi considerada um
aditivo eficaz em materiais genéticos onde o conteudo C/G se encontrava numa
frequéncia de 50%. Os testes utilizando concentragbes de acetamida com resultados
satisfatérios se encontravam a 0,8 M de concentracao para todos os alvos testados.

Para o teste de intolerancia a lactose, foi definido entdo que seria adicionada uma
concentragdo unica de 0,8 M (800 mM), porém n&o houve amplificagbes com esta
concentracdo de aditivos, esse resultado pode se dar pelo fato de a propor¢cao de
conteudo C/G no primer desenhado ser alto (55%), sendo entdo mais relevante explorar

outros aditivos alternativos a acetamida nesse caso.

4 Conclusao

Analisando a literatura, optou-se por realizar este experimento adaptando
oligonucleotideos para amplificacdo do principal SNP associado a Intolerancia a Lactose
para realizagao da leitura do teste de maneira colorimétrica por ja ser uma metodologia
utilizada no equipamento Hilab Molecular. Os resultados para a detecgao de um unico
alelo polimorfico ndo foi bem-sucedido e testes utilizando um fluoréforo genérico foram
realizados, tendo resultados positivos para a amplificagdo quando existe DNA na
amostra, porém, nao de forma especifica e que seja possivel realizar uma diferenciagao
dos gendtipos dos pacientes.

Os resultados obtidos foram considerados positivos pelo fato de a reagcdo quando
nao adicionado amostra com DNA (no caso, os testes com agua como controle negativo)
nao apresentar amplificacdo e nem interagcdo entre os primers. Ja ao adicionarmos
amostra com DNA extraido, foi observado amplificacdo para ambos os primers, porém

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



adicionada, se apresentou positivo numa mesma intensidade e num mesmo tempo de
reacdo de um verdadeiro positivo, sendo entdo um teste nao especifico.

Essa falta de especificidade pode ser justificada pelo fato de a identificagdo do
polimorfismo se dar em um unico nucleotideo. Por este motivo, com esses resultados
obtidos, foi levantada a necessidade de realizar testes utilizando um oligonucleotideo
sintetizado com um marcador (sonda) fluorescente especifico para o alelo em que ocorre
a mutacgao, para testar se assim a reagao fica mais especifica e sendo assim possivel
diferenciar os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) da regido-alvo do gene, como
exemplo, o oligonucleotideo encontrado na literatura de Carlos et al, 2017 com a seguinte
sequéncia: Thiol-GCAGGGCTCAAAGAACAATC.

Com a adicao de mais um item no mix de primer, adaptacdes relacionadas as
proporgdes dos insumos serdo necessarias, 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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CONSIDERAGOES FINAIS DA DISSERTAGAO

O presente trabalho teve como objetivo a realizacdo de um teste para Intolerancia a
Lactose utilizando a metodologia AS-LAMP, capaz de detectar polimorfismo em um
nucleotideo unico, localizado na regidao LCT-13910C>T do gene utilizando a metodologia
colorimétrica ou na metodologia de fluorescéncia para expressar o resultado de
amplificacdo no caso de resultado positivo. Embora, na presente dissertagao, tenha sido
alcangado o objetivo de amplificacdo deste marcador para analise de discriminagao dos
gendtipos, com os resultados obtidos no experimento, nao se fez possivel identificar uma
condicdo em que se fizesse possivel a diferenciagdo entre um gendtipo com o
polimorfismo e um gendtipo sem o polimorfismo, pois, em ambos os cenarios, a reagao
apresentou resultados positivos em tempos muito semelhantes, ndo sendo possivel
portanto, realizar a diferenciagdo dos gendtipos e concluir um diagnaéstico.

Como a discriminagéo dos gendtipos é realizada a partir da diferenciagéo de apenas
1 nucleotideo, pode-se fazer necessaria a criagdo de um oligonucleotideo especifico
marcado com fluorescéncia, complementar ao nucleotideo de interesse, para que a
reacao fique mais especifica, fazendo com que a diferenciacado seja possivel no teste
utilizando a metodologia AS-LAMP.
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Os originais destinados a Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas deverao ser apresentados de
acordo com as normas a seguir, baseadas, principalmente, na Norma de Vancouver :

2.1 Os textos poderao ser redigidos em portugués, inglés, francés e/ou espanhol e digitados na
fonte Times New Roman, corpo 12, com espago de 1,5 cm, margem de 3 cm de cada lado. Se o
texto for em outro idioma (inglés, espanhol ou francés), apés o comunicado de preliminar indicagao
para publicagdo, o mesmo devera ser reavaliado/reescrito por um tradutor credenciado e indicado
pela Revista para a autorizagao da versao definitiva.

2.2 As ilustragdes (graficos, desenhos, quadros, etc.) deveréo ser limitadas ao minimo
indispensavel, construidas preferencialmente em programa apropriado, como Excell, Harvard,
Graphics ou outro, fornecidas em formato digital

As fotografias deverao ser fornecidas em papel ou em slides ou cromo. A indicagéo do tipo de
ilustragao (Figura, Quadro, etc.) deve estar localizada na parte superior da mesma, seguida da
numeragao correspondente em algarismos arabicos (Figura 1-, Quadro 5-) e do respectivo titulo
precedido de travesséao; a legenda explicativa deve ser clara e concisa, em corpo 10. No caso de
ilustracdes extraidas de outros trabalhos, sera necessario indicar a fonte.

2.3 As tabelas estatisticas também serdo numeradas consecutivamente em algarismos arabicos,
mas apresentarao a respectiva identificagdo — p.ex., Tabela 1 - Titulo; Tabela 2 - Titulo, etc. — na
parte superior, observando-se para a sua montagem as Normas de apresentacgao tabular do IBGE
(1993).

2.4 Deverao ser indicados, no texto, os locais aproximados em que as ilustragbes e as tabelas serao
intercaladas.

2.5 As notas de rodapé serao indicadas por asteriscos e restritas ao minimo indispensavel.

2.6 Recomenda-se anotar no texto: os nomes compostos e dos elementos, em vez de suas formulas
ou simbolos; os periodos de tempo por extenso, em vez de em numeros; bindmios da nomenclatura
zooldgica e botanica por extenso e em italico, em vez de abreviaturas; os simbolos matematicos e
fisicos conforme as regras internacionalmente aceitas; e os simbolos métricos de acordo com a
legislagao brasileira vigente.

2.7 No preparo do texto original, devera ser observada, na medida do possivel, 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) Cabegalho, em que devem figurar:

e o titulo do artigo e o subtitulo (quando houver) concisos, contendo somente as informagdes
necessarias para a sua identificacdo. Quando os artigos forem em portugués, deve-se
colocar o titulo e o subtitulo em portugués e inglés; quando os artigos forem em inglés,
francés ou espanhol, na lingua em que estiverem redigidos e em portugués;

e 0(s) nome(s) do(s) autor(es) acompanhado(s) da sua titulagdo mais importante e vinculo
empregaticio (se houver), a qual sera a ser inserida em nota de rodapé juntamente com o
endereco profissional completo, inclusive telefone e e-mail do autor ou co-autoria, principal
do trabalho.
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b) Resumo (portugués) e Abstract (Inglés)— Apresentacao concisa e estruturada dos pontos
relevantes do texto, de modo a permitir avaliar o interesse do artigo, prescindindo-se de sua leitura
na integra. Para a sua redagao e estilo, deve-se observar o que consta na NBR - 6028/2021, e néo
exceder as 250 palavras recomendadas. Se o texto for em outra lingua (espanhol ou francés)
observa-se o0 mesmo procedimento. Sendo o artigo, preliminarmente, indicado para publicacéo, o
resumo em idioma estrangeiro devera ser reescrito por um tradutor credenciado e indicado pela
Revista para fazer a versao definitiva do mesmo.

c) Palavras-chave e Keywords — palavras ou expressdes que identifiquem o conteudo do texto (no
maximo 5), separadas por ponto e virgula e finalizada por ponto, que constem no Descritores em
Ciéncias de Saude (DeCS), no endereco eletrdnico http://decs.bvs.bre/ ou MeSH
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh).

2.7.2 Texto

a) Introducao — Deve apresentar com clareza o objetivo do trabalho e sua relagdo com outros
trabalhos na mesma linha ou area. Extensas revisdes de literatura devem ser evitadas e, quando
possivel, substituidas por referéncias aos trabalhos bibliograficos mais recentes, em que certos
aspectos e revisdes ja tenham sido apresentados. Os trabalhos e resumos originarios de
dissertacdes ou teses devem sofrer modificagcdes, de modo a se apresentarem adequadamente
como um texto em nova formatacéo e atendendo as demais exigéncias da Revista em relagédo a
ilustracgdes, fotos, tabelas, etc.

b) Materiais e métodos — A descrigao dos métodos usados deve ser suficientemente clara para
possibilitar a perfeita compreenséo e repeticdo do trabalho, ndo sendo extensa. Técnicas ja
publicadas, a menos que tenham sido modificadas, devem ser apenas citadas (obrigatoriamente).

¢) Resultados — Devem ser apresentados com o minimo possivel de discussao ou interpretagao
pessoal, acompanhados de tabelas e/ou material ilustrativo adequado, quando necessario. Dados
estatisticos devem ser submetidos a analises apropriadas.

d) Discusséo — Deve se restringir ao significado dos dados obtidos, resultados alcangados, relagao
com o conhecimento ja existente, evitando-se hipoteses ndo fundamentadas nos resultados.

e) Conclusédo — Devem estar baseadas no préprio texto.

2.7.3 Elementos poés-textuais

a) Referéncias — Devem ser elaboradas de acordo com o Padréo Vancouver (International
Committee of Medical Journal Editors -ICMJE). As referéncias dever ser organizadas em ordem
numeérico crescente (algarismos arabicos), utilizando duas maneiras para as citagdes no texto o
sistema numérico sobrescrito 3,4,7-10 ou alfanumérico um autor Gatewood 31 (2012), dois autores
Cotti, Santos 12 (2016), trés autores Azer, Safi, Aimeida 23 (2011) e mais que quatro autores Silva et
al.15 (2013). As abreviaturas dos titulos dos periodicos citados devem estar de acordo com as bases
e/ou Portal de revista BVS, Medline ou LILACS. A exatidao das referéncias é de responsabilidade
dos autores. Serédo incluidas na lista final todas as referéncias de textos que contribuiram
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efetivamente para a realizagdo do trabalho, as quais, no entanto, de 20, exceto artigos de revisao ja
0s originais n&o devem ultrapassar o numero maximo de 35. Quanto aos trabalhos citados no texto,
todos seréo obrigatoriamente incluidos na lista de Referéncias. Informagdes verbais, trabalhos em
andamento ou nao publicados ndo devem ser incluidos na lista de Referéncias; quando suas
citagdes forem imprescindiveis, os elementos disponiveis serdo mencionados no rodapé da pagina
em que ocorra a citagao.

Obs.: Os autores estrangeiros deverao indicar os elementos essenciais das referéncias, a saber:
Sobrenomes com grau de parentesco

Santos R Neto

Sobrenomes com prefixo

Di Credo R

Sobrenomes Hispanicos

Alvarez Alduan NA

e para artigos de periédicos: autor(es), titulo do artigo (e subtitulo, se houver), titulo do
periodico, data do fasciculo (exs.: 2001 jan; 2005 July- Sept etc.), volume, numero do
fasciculo, quando o fasciculo citado for um Suplemento, paginagao 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), titulo (e subtitulo, se houver), edigao (quando nao for a primeira), local,
editora e ano de publicagdo. Paginagéo.

Ex. 1
Santos DR. Gestao da inovagéo tecnoldgica. 2. ed. Barueri: Manole; 2008. 206 p.

e para trabalhos académicos: autor(es) e titulo do trabalho, seguidos do tipo da publicagéo.
cidade de publicagao, instituicdo, ano de publicagéo. pagina.

Polzin AC. Material didatico para capacitagdo de fonoaudidlogos no tratamento das alteragdes de
fala na disfungéo velofaringea [master’s thesis]. Bauru: Faculdade de Odontologia de Bauru,
Universidade de Sao Paulo; 2017. 155 p.

o para trabalho apresentados em eventos: autor(es) e titulo do trabalho, seguidos da
expressao In: numeragao do evento e nome do evento (se houver), local e
responsabilidade da publica¢do, ano.

e Oyadomari AT, Pomini KT, Rosso MP, Buchaim RL. Efeitos da terapia por laser de baixa
poténcia no processo de reparo de defeitos 6sseos preenchidos pelo osso bovino Bio-Oss®
associados ao novo selante heterélogo de fibrina. In: Resumo do 25th Simpdstio
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Internacional de Iniciagao Cientifica da Universidade de Sao Paulo; 2017 Oct 24-25; Bauru,
Brazil. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo; 2017.

Polzin AC. Material didatico para capacitagao de fonoaudidlogos no tratamento das alteracdes de
fala na disfungéo velofaringea [master’s thesis]. Bauru: Faculdade de Odontologia de Bauru,
Universidade de S&o Paulo; 2017. 155 p.

b) Agradecimentos (quando houver).

c) Data de entrega dos originais a redagao da Revista.
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Il - Apresentacao dos originais

Os artigos devem ser digitados, utilizando-se o programa MS-Word, com fonte TNR 12, espaco 1,5,
em folha tamanho A4, com margens de 2 cm superior e inferior € 3 cm esquerda e direita, indicando
numero de pagina no rodapé direito conforme (Template). Os originais ndo devem exceder 20
paginas, incluindo texto, ilustragdes e referéncias.

A primeira pagina deve conter o titulo do trabalho, dados dos autores enviados, abaixo do titulo,
conforme modelo: Nome completo, graduagéo mais alta, instituicdo (maximo duas, caso tenha mais
de um vinculo), e-mail e ORCID.

Na segunda pagina deve constar o titulo completo do trabalho, o resumo e as palavras-chave, em
portugués, em inglés 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 titulo apropriado. Nas figuras o titulo deve aparecer abaixo das mesmas e, nos
quadros ou tabelas, acima. Todas as figuras devem apresentar resolugdo minima de 300 dpi, com
extensao .jpg.

Todas as informagdes contidas nos manuscritos sao de inteira responsabilidade de seus autores.
Todo trabalho que utilize de investigagdo humana e/ou pesquisa animal deve indicar a segao
MATERIAL E METODO, sua expressa concordancia com os padrdes éticos, acompanhado da cépia
do certificado de aprovacgéo de Comisséo de Etica em Pesquisa registrada pela CONEP, de acordo
com o recomendado pela Declaragao de Helsink de 1975, revisada em 2000 e com a Resolugao
466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Brasil. Estudos envolvendo animais devem explicitar o
acordo com os principios éticos internacionais (International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals), bem como o cumprimento das instrugdes oficiais brasileiras que
regulamentam pesquisas com animais (Leis 6.638/79, 9.605/98, Decreto 24.665/34) e os principios
éticos do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal).

Os artigos, apos o aceite deverao estar acompanhados (como documento suplementar) do
comprovante de tradugao ou corregao.

Il - Citacbes:

Todas as citagbes presentes no texto devem fazer parte das referéncias e seguir o sistema autor-
data (NBR 10520, jul. 2023). Nas citagdes onde o sobrenome do autor estiver fora de parénteses,
escrever-se-a com a primeira letra mailscula e o restante minuscula e, quando dentro de
parénteses, todas maiusculas, da forma que segue:

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

Citacao direta com mais de 3 linhas - deve ser feito recuo de 4 cm, letra menor que o texto, sem
aspas. Ex.:
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O comércio de plantas medicinais e produtos fitoterapicos encontra-se em expansao em todo o
mundo em raz&o a diversos fatores, como o alto custo dos medicamentos industrializados e a
crescente aceitacdo da populacdo em relagdo a produtos naturais. [...] grande parte da populagao
faz uso de plantas medicinais, independentemente do nivel de escolaridade ou padrao econdémico
(Martinazo; Martins, 2004, p. 5).

Citagao indireta - o nome do autor é seguido pelo ano entre parénteses. Ex.: Para Lianza (2001), as
DORT frequentemente sdo causas de incapacidade laborativa temporaria ou permanente.

Citacao de citacao - utiliza-se a expressao apud., e a obra original a que o autor consultado esta 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)

Citacdo com até trés autores deve aparecer com ponto e virgula entre os autores, exemplo: (Silva;
Camargo; Rodrigues)

A citagdo com mais de trés autores deve aparecer o nome do primeiro autor seguido da expressao
et al.

IV - REFERENCIAS

As REFERENCIAS devem ser apresentadas em ordem alfabética de sobrenome e todos os autores
incluidos no texto deverao ser listados.

As referéncias devem ser efetuadas conforme os exemplos abaixo, baseados na NBR 6023, jul.
2011. Para trabalhos com até trés autores, citar o nome de todos; acima de trés, citar o primeiro
seguido da expressao et al.

Artigos de periédico

MORAIS, I. J.; ROSA, M. T. S.; RINALDI, W. O treinamento de forca e sua eficiéncia como meio de
prevengao da osteoporose. Arquivos de Ciéncias da Saude da UNIPAR, v. 9, n. 2, p. 129-134, 2005.

OBICI, A. C. et al. Degree of conversion and Knoop hardness of Z250 composite using different
photo-activation methods. Polymer Testing, v. 24, n. 7, p. 814-818, 2005.

Livros - Autor de todo o livro

BONFIGLIO, T. A.; EROZAN, Y. S. Gynecologic cytopathology. New York: Lippincott Raven, 1997.
550 p.
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SILVA, P. Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1998. 1314 p.
Livro - Autor de capitulo dentro de seu préprio livro

SILVA, P. Modelos farmacocinéticos. In: . Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1998. p. 16-17.

Livro - Autor de capitulo dentro de um livro editado por outro autor principal
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