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RESUMEN
En poblaciones caucasicas, los polimorfismos C/T-13910 y G/A-22018, localizados
corriente arriba del gen Lactasa, estdn asociados con el fenotipo persistencia de
lactasa. La identificacion de estos polimorfismos se utiliza como método
diagnéstico de Hipolactasia Primaria tipo Adulto. Se realizd este trabajo de
investigacion con el objetivo de determinar la correlacion entre los
polimorfismos C/T-13910 Y G/A-22018, identificados en caucasicos, y la prueba de
Hidrogeno en el aliento, utilizada como prueba tamiz para el diagnostico de
mala digestion de lactasa, indicativo de Hipolactasia, en una muestra de
Caribefios Colombianos. Para evaluar la capacidad de digerir lactosa se utilizé
la prueba de Hidrogeno en el aliento y los polimorfismos fueron identificados
mediante la metodologia PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction/Restriction
Fragment Length Polymorphism). Los fragmentos amplificados fueron digeridos
con las enzimas Hinf | y Hha I. Las frecuencias alélicas y genotipicas asi como
el equilibrio de Hardy Weinberg y desequilibrio de ligamiento fueron
determinados mediante el software Arlequin version 3,1 y el indice Kappa se
utilizé para determinar la correlacion entre las dos pruebas. Las frecuencias
genotipicas para el polimorfismo C/T-13910 fueron CC (80%), CT (20%) y TT
(0%), y para el polimorfismo G/A-22018 fueron AA (60%), GA (40%) and GG (0%).
Solo el locus que contiene el SNP C/T-13910 estuvo en equilibrio de Hardy

Weinberg y los loci estdn en equilibrio de ligamiento. La genotipificacion del
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SNP C/T-13010 presentd sensibilidad del 97% y especificidad del 46%. El indice
Kappa= 0,473 indica moderada correlacién entre la genotipificacion del SNP
C/T-13910 y prueba de Hidrogeno en el aliento. Las distribuciones alélicas y
genotipicas indican un patron de distribucion diferente al encontrado en
caucasianos. La moderada correlaciéon encontrada entre el SNP C/T-13010 Y la
capacidad de digerir lactosa asi como la distribucion del SNP G/A-22018 indican
gue esos polimorfismos no son confiables para diagnosticar hipolactasia
primaria tipo adulto en la poblacion estudiada.

Palabras clave: polimorfismo genético, hipolactasia primaria tipo adulto,

persistencia de lactasa, lactasa, lactosa, prueba de Hidrogeno en el aliento.
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ABSTRACT
In Caucasian populations, C/T-13910 and G/A-22018 polymorphisms, located
upstream of the lactase gene are associated with lactase persistence
phenotype. The identification of these polymorphisms is used as a diagnostic
method of primary adult-type hypolactasia. This study was done with the aim of
determining the correlation between the polymorphisms C/T-13910 and G/A-22018
identified in Caucasians, and the hydrogen breath test, used as a screening test
for the diagnosis of lactase maldigestion, indicating hypolactasia, in a sample of
Colombian Caribbeans. The hydrogen breath test was used to assess the ability
to digest lactose and the polymorphisms were identified through PCR / RFLP
(Polymerase Chain Reaction / Restriction Fragment Length Polymorphism). The
amplified fragments were digested with the enzymes Hinf | and Hha I. The allelic
and genotypic frequencies, the Hardy Weinberg equilibrium and the linkage
disequilibrium were determined using the software Arlequin Version 3.1 and the
Kappa index was used to determine the correlation between the tests. The
genotypic frequencies for the polymorphism C/T-13910 were CC (80%), CT (20%)
and TT (0%), and G/A-22018 polymorphism were AA (60%), GA (40%) and GG
(0%). Only the locus containing the SNP C/T-13910 was in Hardy Weinberg
equilibrium and the loci are in linkage equilibrium. The genotyping of the SNP
C/T-13010 showed 97% sensitivity and 46% specificity. The Kappa index = 0.473

indicates a moderate correlation between the genotyping of the SNP C/T-13910
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and the hydrogen breath test. The allelic and genotypic distributions indicate a
different distribution pattern from that of Caucasians. The moderate correlation
found between the SNP C/T-13910 and the ability to digest lactose as well as the
distribution of the SNP G/A-22018 indicate that these polymorphisms are not
reliable for diagnosing primary adult type hypolactasia in the studied population.

Key words: genetic polymorphism, primary adult-type hypolactasia, lactase

persistence, lactase, hydrogen breath test.
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1. INTRODUCCION

Lactasa-floricina hidrolasa (EC 3.2.1.23/62), generalmente conocida como
lactasa, es la enzima que hidroliza la lactosa hasta sus respectivos
monosacaridos: glucosa y galactosa. Esta enzima se encuentra en las
microvellosidades a nivel del intestino delgado y su expresion es regulada
durante las etapas de maduracién y desarrollo intestinal (1-3). Se reconocen
dos fenotipos lactasa en humanos: la Hipolactasia Primaria Tipo Adulto (HPTA)
y la persistencia de Lactasa (PL) (4). El primero, también conocido como no
persistencia de lactasa, es el fenotipo mas comun y consiste en la caida
progresiva de la actividad lactasa después del destete hasta llegar a solo el 5-
10% en la adultez (5-7) mientras que, el segundo, se caracteriza por el
mantenimiento de la actividad de la enzima durante toda la vida (8). Solo un
pequeiio porcentaje de la poblacion mundial expresa este fenotipo,
generalmente poblaciones del Norte de Europa, del Norte de la India (9,10) y
algunas tribus pastoriles de Africa (11).

El método estandar para el diagnostico de HPTA consiste en la determinacion
de la actividad enzimatica a partir de biopsia intestinal pero este método es
invasivo y complicado (12). La Prueba de Hidrégeno en el Aliento, método
indirecto, se utiliza ampliamente para diagnosticar mala digestién de lactosa,

indicativo de HPTA, y cuenta con buena sensibilidad (80-92,3%) y especificidad
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(100%) (13-15).

Debido a la continua busqueda de un método diagnéstico confiable y no
invasivo, Enattah et al., en sujetos finlandeses no relacionados, iniciaron el
estudio de marcadores genéticos tipo SNPs y como resultado, encontraron una
correlacion del 100% entre PL y la presencia del alelo T del SNP C/T, 13910 pb
corriente arriba del gen Lactasa, en el intron 13 del gen MCM6  (C/T-13910).
Ademas, ellos encontraron alta correlacién (96%) entre PL y la presencia del
alelo A del SNP G/A, localizado en el intron 9 del gen MCM®6, 22018 pb
corriente arriba del gen Lactasa (G/A-22018) (16).

Se ha reportado alta correlacion entre los alelos T-13910, A-22018 ¥ PL en
poblaciones brasilefias de origen caucasico (17) y en paises europeos (18-22).
Sin embargo, estudios realizados en poblaciones africanas no han mostrado el
mismo resultado y, en estos mismos, se han encontrado nuevos SNPs (G/C -
14010, T/G-13915 Y C/G-13907) en la proximidad del C/T-13910 que si estan asociados
con PL (23-25).

Las distribuciones alélicas y genotipicas de los SNPs C/T-13010 Yy G/A-22018
observadas en un estudio realizado a partir de una muestra de la poblacién
Caribefia Colombiana mostraron una distribucion diferente a la encontrada en
finlandeses (26). Sin embargo, para evaluar la aplicabilidad de esos SNPs en
Caribefios Colombianos, es pertinente realizar un estudio de correlacion entre

estas variantes y el fenotipo, este ultimo evaluado mediante un método
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confiable. En este estudio, se genaotipificaron los SNPs C/T-13010 y G/A-22018 Y
se compararon con la prueba de Hidrogeno en el aliento, utilizada para evaluar
la capacidad de digerir lactosa, en una muestra de la poblacion Caribefia
Colombiana, que histéricamente, es el producto de la mezcla de tres grupos

étnicos: Africano, Amerindio y Caucésico (27).
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2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de Lactasa

La lactosa, disacérido presente en la leche de los mamiferos, debe ser
hidrolizado para lograr su absorcion. La enzima encargada de esta funcion, la
lactasa, se encuentra en las microvellosidades de las células de la mucosa
intestinal y su actividad consiste en desdoblar la lactosa en sus respectivos
monosacaridos mediante hidrdlisis del enlace 3(1-4) glicosidico (1). La lactasa
es una B-galactosidasa de 150 kDa sintetizada en los enterocitos a partir de una
proteina precursora de 220 kDa (28). Esta enzima puede hidrolizar la floricina,
la celobiosa, la celotriosa y, parcialmente, la celulosa (29). La expresion de
lactasa difiere a lo largo del intestino delgado, encontrandose mayor actividad
en el yeyuno medio que en el duodeno proximal y en el ileo terminal (30)

El patron de desarrollo de la expresién de la lactasa en la etapa fetal es
diferente al de otras disacaridasas (31). La actividad enzimatica es baja antes
de las 24 semanas de gestacion, hasta cuando en el tercer trimestre se
alcanzan niveles marcadamente altos, permaneciendo asi hasta el momento del
destete; en ese momento desciende a un 10 % de su actividad y se mantiene
asi el resto de la vida. Este declive esta causado por una interrupcion en el
complejo proceso genético responsable de la sintesis de LPH (32). La digestion
de la lactosa genera glucosa y galactosa, monosacaridos constituyentes, los

cuales son absorbidos por las células de la mucosa intestinal y luego, a través
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del torrente circulatorio, llegan a los tejidos. Cuando la lactosa no es digerida
continla su paso por el intestino y, al llegar al colon, las bacterias la utilizan
como fuente de energia (33).

2.2. Deficiencia de Lactasa

La expresion “deficiencia de lactasa” aplica tanto para la disminucién como
para la ausencia de la actividad de esa enzima (34). La deficiencia de lactasa
puede ser primaria o secundaria.

La deficiencia primaria puede ser total o parcial. La deficiencia total se conoce
como deficiencia congénita de lactasa o alactasia. Es un error innato del
metabolismo caracterizado por la actividad extremadamente baja o la ausencia
absoluta de lactasa intestinal (0-10U/g), aunque sean normales las demas
enzimas intestinales y las caracteristicas morfolégicas de la mucosa (35). Se
manifiesta como un cuadro de diarrea acuosa, deshidratacion severa y pérdida
de peso, tan pronto como el recién nacido es amamantado. El diagndéstico se
realiza antes de las 36 semanas de vida extrauterina mediante la determinacion
de la actividad de la lactasa a partir de biopsia intestinal y el tratamiento
consiste en retirar de la dieta aquellos productos que contienen lactosa (36). La
deficiencia primaria parcial se conoce como Hipolactasia Primaria Tipo Adulto
(HPTA), corresponde a uno de los dos fenotipos que se pueden encontrar en la
humanidad respecto a la lactasa y consiste en la disminucién genéticamente

programada después de la infancia hasta llegar a la adultez (5,6).
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La deficiencia secundaria, cominmente conocida como hipolactasia secundaria,
consiste en la disminucion de la actividad de la lactasa como consecuencia de
estados patolégicos que cursan con lesiones de las vellosidades intestinales,
en las cuales, previamente, la actividad enzimética era normal. En este cuadro
se puede ver afectada la actividad de las otras disacaridasas. Entre las
patologias que pueden provocar este tipo de deficiencia estan: la enfermedad
inflamatoria intestinal, la enfermedad celiaca (37), la enteritis aguda (38) y las
infecciones parasitarias causadas por Giardia lamblia y Ascaris lumbricoides
(39,40).

La hipolactasia secundaria se diferencia de la hipolactasia primaria tipo adulto
en que, generalmente, es susceptible de reversion en la medida en que se
pueda eliminar la causa que la produce (37).

2.3. Intolerancia a la lactosa

Es la respuesta sintomatica que se produce después de ingerir una dosis de
lactosa o de leche entera cuando los niveles de lactasa intestinal no son
suficientes para digerir el disacarido o cuando, a pesar que se produce
digestion, no se da una buena absorcion de los monosacéaridos resultantes
(glucosa y galactosa) (41). En cualquiera de los dos casos, el disacarido no
digerido o los monosacéridos no absorbidos son aprovechados por la microflora
colonica con la concomitante produccion de &cidos grasos de cadena corta y

gases como Hidrégeno y Metano, responsables de las manifestaciones propias
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de la intolerancia a la lactosa, tales como flatulencia, diarrea y dolor abdominal
(42). Estas manifestaciones también se producen en otras situaciones tales
como: sindrome de intestino irritable, sobrecrecimiento bacteriano intestinal,
deficiencia de disacaridasas diferentes a lactasa y mala absorcibn de
monosacaridos (43,44). El grado de intolerancia depende no solamente de la
actividad de la enzima sino también de la dosis de lactosa, del tiempo de
transito intestinal, del vaciamiento gastrico y de la flora bacteriana intestinal
(45). La unica forma de establecer si un sujeto es intolerante a la lactosa es
mediante la identificacion de las manifestaciones después de la ingesta del
disacéarido. La intolerancia no es sinonimo de deficiencia de lactasa, debido a
gue esta puede resultar de otras patologias, no es un fenotipo y no debe
confundirse con intolerancia a la leche de vaca, resultante de alergia a la
caseina (46). Un sujeto hipolactasico puede ser tolerante o puede ser
intolerante a lactosa. Cuando se dice que un individuo es intolerante a la
lactosa se debe aclarar la cantidad de lactosa que origina dicha intolerancia
(47-49).

La intolerancia a la lactosa genera aversion a la leche en el sujeto, quien al
preferir no consumirla se priva de un alimento rico en proteinas de alto valor
biolégico, vitaminas y minerales, entre ellos el calcio, elemento clave en varios
procesos fisiolégicos como la formacion y el mantenimiento de la densidad 6sea

(50-52).
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2.4. Hipolactasia y Persistencia de Lactasa

La HPTA es un rasgo autosOmico recesivo que se caracteriza por la
disminucion irreversible y progresiva de la actividad lactasa, de tal manera que
durante la adultez, en los sujetos que presentan esa condicion, no persiste la
actividad alta caracteristica de la infancia sino que solo se mantiene entre el 5-
10 % de ella, causando una restriccién en el consumo de leche (5,6). El fenotipo
Hipolactasico es mayoritario, en la especie humana, y su frecuencia es mucho
menor en las poblaciones del norte de Europa (5%), con respecto a las
poblaciones que habitan el Centro y Sur de ese continente. Existen algunos
grupos némadas del Norte de Africa y Oriente en las que predominan
frecuencias de Hipolactasia cercanas al 90% (53).

La capacidad para digerir la lactosa en la etapa adulta, condicién conocida
como PL, es un rasgo autosémico dominante que previene la disminucion
esperada en los niveles de lactasa (8,54). La frecuencia de PL varia
considerablemente entre las diferentes poblaciones humanas,
encontrdndose una alta frecuencia en paises europeos, como es el caso de
Holanda y Suecia que presentan una frecuencia de 100% y 99%
respectivamente (8).

Estudios previos demuestran una variaciéon considerable en la frecuencia de
persistencia de lactasa entre diferentes poblaciones africanas, asi como un

complejo patron de distribucién (55). Poblaciones pastoriles de Nigeria
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presentan una mayor frecuencia de persistencia de lactasa en comparacion
con las no pastoriles situadas en el mismo pais (56).

Durante milenios, el ser humano, tras el destete, al igual que el resto de los
mamiferos dej6 de ingerir productos lacteos. Fue después, tras la revolucion
mesoneolitica, cuando entré en la fase de produccion con la agricultura y la
ganaderia, y comenzd a ingerir productos lacteos después del destete. En
aguellas poblaciones que provenian de lugares donde era posible la cria
segura y economica de rebafios lecheros, especialmente en Europa y Africa
Central, se necesitd una variacion genética que permitiera la tolerancia a la
lactosa, lo cual explicaria, el aumento en la prevalencia de PL (57,58). Esta
explicacion es la base de la hipétesis historica cultural del origen y auge del
fenotipo PL en Europa. Otra hipétesis es la denominada causa reversa segun la
cual la ganaderia se ejercié en poblaciones que ya poseian el fenotipo PL, es
decir, que este no aparecio bajo la presion cultural (59,60).

La diferencia entre la distribucion de los dos fenotipos lactasa se debe al
componente étnico, asi: los caucasicos y sus descendientes usualmente tienen
el fenotipo persistencia de lactasa, mientras que los negros, los indigenas
americanos y los aborigenes australianos usualmente tienen HPTA (53, 61, 62).
En Colombia, la prevalencia de HPTA, es del 70%, segun Angel et al (63). En
América Latina se plantea que la adquisicion de la persistencia de lactasa en

algunas poblaciones es resultado del mestizaje (27).
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2.5. Regulacion de la expresiéon de Lactasa

La lactasa es codificada por el gen LCT (MIM 603202) que est& localizado en el
cromosoma 2921 (64). Este gen comprende 17 exones y cubre 49 kb
aproximadamente, se expresa de manera especifica en los enterocitos
diferenciados del intestino delgado y su transcripcién genera un mRNA de 6274
pb, el cual codifica para una proteina de 1927 aminoacidos (28, 65).

La estructura y secuencia exénica del gen LCT se conoce desde 1991y no se
encontraron variaciones a nivel del gen que estuvieran asociadas a LP o0 a
HPTA (28).

La deficiencia congénita de lactasa se produce cuando mutaciones sobre el
gen de la lactasa generan sustituciones de aminoacidos o enzimas de menor
tamafio (35). A diferencia de estas mutaciones que afectan la estructura de la
proteina, en el caso de la HPTA, la disminucién de la actividad es causada por
mecanismos de regulacion de la expresion del gen y en raras ocasiones, por
anormalidades en la sintesis intracelular de la proteina (66-70).

La regulacion de la expresion del gen LCT asi como las bases moleculares que
expliquen la existencia de dos fenotipos se han estudiado ampliamente. Sin
embargo, la explicacion para el declinamiento de la expresion de lactasa
después de la infancia no es clara (54,70). Actualmente, existen pruebas de que
el principal mecanismo de regulacion de la expresion de lactasa puede ser a

nivel transcripcional (66-71) en seres humanos (69,72) conejos (73), ovinos (3),
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cerdos (74), y ratas (2,75,76). Sin embargo, se han observado discrepancias al
comparar los niveles de ARNm de lactasa con la actividad enzimatica (Lactasa
persistentes e Hipolactasicos) (4). Esto sugiere la existencia de control de la
expresion génica de lactasa tanto a nivel transcripcional como
postranscripcional (15, 71-73).

La regulacion transcripcional es el factor mas importante que afecta los niveles
de lactasa a nivel intestinal. Un conjunto de elementos cis con funciones en el
proceso de transcripcién de lactasa han sido identificados corriente arriba de la
caja TATA del promotor del gen (72,80). Las regiones promotoras en humanos,
ratas y cerdos muestran cierta homologia en esa region; ademas, los sitios de
union para el factor de transcripcién estan agrupados dentro de los 100 pb
corriente arriba de la caja TATA, como sucede con la mayoria de los genes (81-
83).

2.6. SNPs C/T.13910 Y G/A-22018 €n Europa

En el 2002, Enattah et al., mediante analisis de haplotipos y de desequilibrio de
ligamiento, demostraron que el alelo T del polimorfismo C/T situado 13,9 kb
corriente arriba del exon 1 del gen LCT y en intron 13 del gen MCM6 estaba
asociado con el fenotipo PL. Este estudio se realizd en una muestra de 196
finlandeses no emparentados, a los cuales se les aplicoé la prueba estandar,
actividad lactasa a partir de biopsia intestinal, y analisis genético (16). A pesar

gue en ese momento no se conocia el mecanismo molecular que explicara la
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asociacion genotipo-fenotipo, el SNP C/T-13910 fue propuesto como marcador
de PL en finlandeses (84-87).

Ademas, Enattah et al., encontraron un segundo polimorfismo asociado con
persistencia de lactasa (G/A-22018) situado corriente arriba del exén 1 del gel
LCT en intron 9 del mismo gen MCM6, que a pesar de no presentar una
asociacion del 100% con el fenotipo persistencia de lactasa, puede desempefiar
un papel importante en la regulacion de la expresion de la enzima. Enattah et
al. fueron los primeros en asociar polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs,
sigla proveniente de su definicion en inglés, single nucleotide polymorphism,
con el fenotipo persistencia de lactasa (16). En la figura 1 se muestra la
posicion de los SNPs identificados por Enattah et al.

Para el SNP C/T-13910, la correspondencia homocigota en los alelos de las
bases pirimidinicas C/C es lo "normal" y su presencia es indicativa de HPTA.
Una alteracion en la secuencia con sustitucion, en uno o en los dos alelos, de la
citosina por la timina, daria lugar a las secuencias de nucleétidos C/T y T/T lo
cual seria indicativo de persistencia de lactasa. Para el polimorfismo G/A-22018
del mismo gen, la correspondencia homocigota en los alelos de la base guanina
(G/G) indicaria HPTA, mientras que su sustitucion por adenina, en uno o en los
dos alelos, con secuencias G/A y A/A, daria lugar a la persistencia de lactasa

(88).
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Figura 1. SNPs asociados con persistencia de lactasa en estudios hechos por
Enattah et al (16). Representacion esquematica de la regién entre los dos SNPs
asociados con persistencia de lactasa. Se observa que los SNPs se encuentran en los
intrones 13 y 9 del gen MCM6, el cual esta hacia el extremo 5 del gen LCT. Las
flechas en la parte superior del esquema indican la direccién de transcripcion del gen.
LCT: lactasa, MCM6: minichromosome maintenance complex component 6. Esquema

tomado de Enattah et al (16).

Olds y Sibley al igual que Troelsen et al. (2003) sugirieron que el SNP C/T-
13910 estd localizado en un elemento activador de la transcripcion y que los
dos alelos C-13910 ¥ T-13910 muestran alguna diferencia funcional. Estos autores
reportaron que ese polimorfismo, localizado en una regién con alto desequilibrio
de ligamiento, actla como un elemento cis capaz de dirigir la activacion

transcripcional diferencial del promotor de lactasa (80,89). En estudios
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realizados por Kuokkanen et al. los alelos T para C/T-13910 y A para G/A-22018
estuvieron asociados con niveles incrementados de mRNA en comparacion con
los alelos C-13010 Yy A-22018 de los respectivos SNPs (69). Lewinsky et al.
demostraron que un factor de transcripcion (Oct-1) a nivel nuclear se une mas
fuertemente a la variante T-13910 que a la variante C-13910 (90). Esta interaccion
entre proteina (factor de transcripcion) y ADN ya fue descrito anteriormente por
Hollox et al (91).

El alelo T-13010 es de origen reciente y se ha sugerido que ha sido sujeto de
fuerte seleccion positiva (24,58,92,93). Estudios realizados a partir de  ADN de
restos arqueoldgicos mostraron que el alelo T-13910 estaba ausente en Europeos
del Neolitico (59). Los resultados de Itan et al. sugieren una coevoluciéon del
fenotipo persistencia de lactasa y las conductas pastoriles en Europa (94). Este
resultado no concuerda con la teoria que contempla que la aparicion del
fenotipo PL no fue impulsada por el consumo de leche (60).

Luego del descubrimiento de los SNPs C/T-13910 y G/A-22018, ¥y de descubrir
excelente correlacién genotipo-fenotipo en paises Europeos (18-22), han sido
utilizados como método diagnostico de HPTA o de PL. En Rusia, Borinskaia et
al. demostraron que la genotipificacion del SNP C/T-13010 es método confiable
para el diagnostico de HPTA en esa poblacion (95). Lindan et al. obtuvieron un
resultada similar, con el SNP G/A-22018, en poblacion al Norte de China (96).

En Brasil, se ha encontrado buena correlacion entre los SNPs C/T-13910 y G/A-
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22018y la PL. Bulhoes et al. estudiaron descendientes caucéasicos (17) y Mattar
et al. realizaron un trabajo en diferentes grupos étnicos (97). Mientras que
Bernardes-Silva et al., estudiaron la asociacion entre intolerancia a la lactosa,
utilizando como indicador la genotipificacion, y el sindrome de intestino irritable
(98).

Poulter et al. (2003) mostraron que la expresion de lactasa a nivel intestinal
persiste en la adultez en algunas personas debido a un polimorfismo
regulatorio que actla en posicién cis. Ellos reportaron la existencia de una
region con estrecho desequilibrio de ligamiento localizada corriente arriba del
gen LCT. A pesar de encontrar fuerte correlacion entre la digestion de lactosa y
la presencia del alelo T-13910 en sujetos Finlandeses, Poulter et al. indicaron que
ese alelo no explica por si solo toda la variacién en la expresion de LCT, esto
sugiere la posibilidad de heterogeneidad genética (99).

Di Stefano et al., en Italia, compararon la prueba genética con el SNP C/T-13910 y
la prueba de Hidrogeno en el aliento, y encontraron buena correspondencia. Sin
embargo, ellos no consideran que la prueba genética pueda ser un nuevo
estandar de oro para el diagnostico de HPTA y que para un diagnéstico mas
confiable, deberia acompafiarse por la prueba de Hidrégeno en el aliento (100).
Igualmente, Nagy et al. concluyeron que el acompafiamiento de esas dos
pruebas facilitaria un diagndstico clinico perfecto después que ellos realizaron

un estudio en Hungaros utilizando esas pruebas (101). Se necesitan mas
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estudios para encontrar la correlacion entre la prueba genética con el SNP C/T-
13910 Y la prueba de Hidrégeno en el aliento.

El SNP C/T-13910 ha sido motivo de investigacion por su posible relacién con
algunos estados patolégicos. Rasinpera et al. estudiaron la correlacion entre
este SNP y la frecuencia de cancer colorectal en Finlandeses, Britanicos y
Espafioles. Ellos encontraron que el genotipo CC-i3910 estaba asociado
significativamente al riesgo de padecer cancer colorectal en sujetos Finlandeses
(84). Kettunen et al., mediante la genotipificacion del SNP C/T-13910 encontraron
evidencia que relaciona el fenotipo PL con el incremento del indice de masa
corporal en Finlandeses (102). Almon et al. demostraron que el alelo T-13910
puede constituir un factor nutrigenético que incrementa la susceptibilidad de

desarrollar sindrome metabdlico en sujetos con PL en las Islas Canarias (103).

2.7. SNP C/T.13910 €n poblaciones africanas

Estudios previos muestran considerable variacion en la frecuencia de
persistencia de lactasa entre diferentes poblaciones africanas, asi como un
complejo patrén de distribucion (32, 55).

Mulcare et al. estudiaron 1671 sujetos de 20 grupos diferentes en siete paises
africanos y encontraron que el alelo T-13010 es escaso y que no explica el
fenotipo LP (23). Tishkoff et al. encontraron tres nuevos SNPs en poblaciones

africanas y del Medio Este africano, cercanos al SNP C/T-13910 en intron 13 del
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gen MCM6 (C/G-13907, G/C-14010 and T/G-13915). Estos SNPs mostraron un origen
reciente y fuerte seleccion positiva (24). Ingram et al. ratificaron la asociacion
entre el SNP T/G-13915 y PL en sujetos Sudaneses (25).

En grupos ndmadas del Sur del Sahara y del Medio Este en los cuales se ha
reportado alta prevalencia de PL, el alelo T-13910 no es predictor confiable de ese
fenotipo. Ademas, uno de los SNPs idenficado por Tishkoff et al. e Ingram et al.
(T/G-13915) (24,25) mostro alta correlacion con PL (104).

Myles et al. genotipificaron el SNP C/T-13010 en tres poblaciones Berber del
Norte de Africa; observaron que la frecuencia del alelo T-13010 predice
tolerancia a la lactosa en poblaciones Berber provenientes de Europa y del
Norte de Africa, pero no en poblaciones europeas al sur del Sahara y
concluyeron que las poblaciones Berber contemporaneas poseen la habilidad
genética debido a una migracion pasada de tribus pastoriles del medio este
y a la conservacion de la cultura pastoril derivada de los europeos y asiaticos, lo

cual no sucedio en poblaciones Surafricanas (105).

2.8. Métodos para el diagnéstico de Hipolactasia

Existe un método directo y varios indirectos para el diagnostico de Hipolactasia.
El método directo, considerado el estandar de oro, consiste en la determinacion
de la actividad de la lactasa a partir de biopsia de mucosa intestinal. Una

actividad especifica igual o superior a 10 Unidades/mg de proteina indica
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persistencia mientras que valores inferiores a 7 Unidades indican hipolactasia,
sin discriminar si es primaria 0 secundaria (12). Los métodos indirectos se

mencionan a continuacion.

2.8.1. Prueba de tolerancia a la lactosa.

Consiste en la determinacion de la glicemia, antes y después de la
administracion oral de una sobrecarga de leche entera o de una soluciéon que
contiene lactosa. La prueba debe iniciarse después de un ayuno de 8-12 horas
para facilitar la deteccion del cambio en los niveles de glucosa en sangre.
Aumentos superiores a 20 mg/mL, en cualquier tiempo, por encima del nivel
basal, indican que el individuo es buen digestor frente a la cantidad de lactosa

recibida y que, ademas, es absorbe los monosacaridos constituyentes (106).

2.8.2. Prueba de Hidrogeno en el aliento.

Este método consiste en determinar el Hidrogeno en el aliento del sujeto, antes
y después de la administracion de una carga de leche entera o de una solucion
gue contiene lactosa. Se fundamenta en la formacién de Hidrogeno en el colon,
por accion de la flora bacteriana coldnica sobre la lactosa no digerida en el
yeyuno; el Hidrégeno pasa del intestino a la sangre, esta lo lleva al pulmén que
finalmente lo elimina durante la espiraciéon. Un aumento en la concentracion de

Hidrogeno superior a 20 ppm, con respecto a la muestra basal, en cualquiera de
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las muestras posteriores a la sobrecarga con leche entera o con lactosa puede
indicar que el sujeto es mal digestor de la cantidad de lactosa ingerida o que si
fue digerida pero los monosacéaridos resultantes de la digestion no fueron
absorbidos. Para descartar esta Ultima posibilidad es necesario realizar otra
prueba en la cual se suministran solo los monosacéridos (13-15).

2.8.3. Determinacion de lactasa in vivo mediante analogos de lactosa

Este método consiste en administrar, por via oral, un analogo de lactosa,
Galactosil-xilosa por ejemplo, y determinar xilosa en orina. La cantidad de
xilosa eliminada refleja el nivel de actividad enzimatica en la mucosa intestinal.
Los sujetos lactasa persistentes eliminardn mayor cantidad de xilosa en
comparacion con los hipolactasicos. Sin embargo, esta prueba no permite

discriminar entre HPTA e hipolactasia secundaria (107-109).

2.8.4. Genotipificacion de SNPs asociados con persistencia de lactasa.

Este método es de aparicion reciente y se fundamenta en la genotipificacion de
los SNPs C/T-13910 y G/A-22018, identificados por Enattah et al. en poblacion
caucasica al Norte de Europa (16). Se han realizado estudios de correlacion
genotipo-fenotipo alrededor del mundo con el fin de determinar la confiabilidad
de esta técnica (17-19,21). De hallarse perfecta correlacién en todas partes del
mundo, el método podria aplicarse a la poblacion general (110,111). Sin

embargo, algunos estudios, de apariciébn reciente, realizados en otras
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poblaciones presentan resultados controversiales (23-25).

2.9. Poblacion Caribefia Colombiana

Los sujetos nacidos en la region Caribe Colombiana se conocen como
Caribefios Colombianos en el contexto nacional. La regién Caribe es un area
continental y maritima que comprende la zona Norte del pais, desde la
peninsula de la Guajira al golfo de Uraba, y desde el mar hasta las Ultimas
estribaciones de las cordilleras. Esta conformada por los departamentos de
Atlantico, Bolivar, Cesar, Cérdoba, La Guajira, Magdalena y Sucre (112).

La mayoria de la poblacion se encuentra en las principales ciudades, que son:
Barranquilla, Cartagena, Santa Marta, Valledupar y Monteria. Barranquilla
presenta la mayor parte de la poblacion del Caribe Colombiano con 2 millones
de habitantes en su area metropolitana; seguida por Cartagena con 1.200.000
habitantes aproximadamente (113).

Los grupos étnicos predominantes en esta poblacion son el mulato (nacido de la
union interracial entre una persona blanca y una persona negra) y el mestizo
(nacido de la union entre una persona blanca y una persona amerindia). Sin
embargo, existen nucleos indigenas como el Wayuu en La Guajira y el Chimila
en el Cesar. En la Sierra Nevada sobreviven grupos como los Arwakos, los

Wiwa y los Koguis (112,113).
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2.9.1. Mestizaje en laregion Caribe Colombiana

La poblacién caribefia colombiana es el producto del mestizaje entre los
nativos americanos, los colonos europeos (Espafoles y Portugueses), que
llegaron durante la conquista entre los siglos XV y XIX, y los africanos que
fueron traidos a Colombia como consecuencia del proceso de esclavitud que
predominé en esa época (114). La colonizacion Europea sobre el continente
Americano disminuy6 la poblacion nativa generando uno de los mas grandes
colapsos poblaciones en la historia de la humanidad (115).

La contribucion de cada poblacion parental y el grado de mezcla varian segun
las regiones en Colombia dependiendo del patrén de interaccion entre los
diferentes grupos étnicos (nativo, europeo y africano). Los reportes historicos
concuerdan con los estudios géneticos que describen las proporciones en el
mestizaje en diferentes subpoblaciones Colombianas, resaltando la gran
influencia de los grupos étnicos amerindio y blanco en la region Caribe
(27,116,117).

La ciudad de Barranquilla, eje principal del desarrollo en la regién, es una
ciudad cosmopolita y multicultural con presencia de grupos de inmigrantes
arabes, judios, alemanes, italianos, ingleses y asiaticos que han contribuido en

el desarrollo de la region (116).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Determinar la correlacion entre los SNPs C/T-13010 y G/A-22018 Y la capacidad de
digerir lactosa, evaluada mediante la prueba de Hidr6geno en el aliento, en una
muestra de la poblacion del Caribe Colombiano.
3.2. Objetivos especificos
e Conocer las frecuencias genotipicas y alélicas para los polimorfismos
C/T-13910 y G/A-22018 en la poblacion estudiada.
e Determinar la capacidad de digerir lactosa mediante la prueba de
Hidrégeno en el aliento.
e Establecer la sensibilidad y especificidad de la prueba genética con el
SNP C/T-13910 al compararla con la prueba de Hidrégeno en el aliento.
e Establecer la sensibilidad y especificidad de la prueba genética con el

SNP G/A-22018 al compararla con la prueba de Hidrégeno en el aliento
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4. METODOLOGIA

4.1. Reactivos y equipos

Para la extraccién de ADN se utilizé el kit Wizard® Genomic (Promega®, USA).
Otros reactivos utilizados fueron: Tag DNA polimerasa recombinante (5U/uL),
dNTPs (2,5 mM) y primers LAC-C-M-U y LAC-C-L2 (Invitrogen®, USA),
enzimas de restriccion Hinf | (10000 U/mL) y Hha I (20000 U/mL), BSA
acetilado y buffers de reaccién (New England Biolabs® Inc, USA).

Para la prueba de Hidrégeno en el aliento se utilizd el cromatografo de gases
Microlyzer modelo 12i, Quintron Instruments Company® (Milwakee, USA.) y
para los procedimientos moleculares se empleraron: Termociclador PTC-
100™, MJ Research® Inc; Microcentrifuga refrigerada 5415R, Eppendorf®;
Sistema de fotodocumentacién DIGI-DOC, Ultra-Violet Products® y fuente de

poder modelo 3000P Termo Electron Corporation®.

4.2. Disefio Metodologico

Este estudio de correlacion consisti6 en seleccionar una muestra de la
poblacion del Caribe colombiano para practicarle prueba de Hidrégeno en el
aliento y genotipificacion de los SNPs C/T-13910 y G/A-22018, con el objetivo de
conocer si esos polimorfismos estaban presentes en esa poblacién y en caso
de encontrarse, establecer su asociacion con la capacidad de digerir lactosa

evaluada por la prueba de Hidrogeno en el aliento.
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Este estudio fue aprobado por el comité de Etica de la Universidad Libre
Seccional Barranquillay se obtuvo el consentimiento informado de todos los

sujetos en estudio.

4.3. Muestras

En este estudio participaron 128 sujetos (edad promedio: 35 afios £ 1), 67
mujeres y 61 hombres, no emparentados, nacidos en cualquiera de los
departamentos que conforman la regién Caribe Colombiana, descendientes de
padres y abuelos nacidos en la misma region, y que cumplieran con los
siguientes criterios de inclusion: ausencia, durante las dos ultimas semanas, de
tratamiento con antimicrobianos; ausencia de enfermedad digestiva actual; no
presentar antecedentes de cirugia gastrointestinal y  haber expresado

consentimiento.

4.4. Prueba de Hidrogeno en el aliento (PHA)

A todos los sujetos, previo ayuno de 10 horas, se les realizo la PHA luego de la
administracion oral de 25 gramos de lactosa diluidos en 250 mL de agua. El
nivel de Hidrégeno en el aliento, expresado en ppm, se determind con el
cromatografo de gases Microlyzer Quintron Modelo 12i (Quintron Instruments
Company® Inc., Milwaukee, USA) en una muestra basal y en muestras

colectadas cada hora durante 3 horas. Se consideraba mal digestor de lactosa
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(MDL) al sujeto que presentara un nivel de Hidrogeno espirado igual o mayor a
20 ppm en cualquiera de las mediciones realizadas durante las tres horas
posteriores a la ingestion de lactosa, en caso contrario era considerado digestor

de lactosas (DL). En las fotografias 1-3 se presenta la toma y procesamiento de

la muestra de aliento.

Fotografia 2. Aspiracion de la muestra en la bolsa colectora mediante jeringa
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Fotografia 3. Inyeccion de la muestra en el cromatégrafo de gases Microlyzer de

Quintron®

4.5. Genotipificacion de los polimorfismos tipo SNP C/T.13910 Y G/A-22018

Se utilizé6 DNA gendmico obtenido a partir de sangre venosa. Para su extraccion
y purificacion se utilizo el kit Wizard® Genomic (Promega®, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La identificacion de los polimorfismos se hizo
mediante la técnica de PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction / Restriction
Fragment Length Polymorphism) que consiste en la amplificacién de los
fragmentos que contienen a los SNPs C/T-13910 ¥ G/A-22018 y la siguiente
digestion con endonucleasas de restriccion. En la figura 2 se muestra la ruta

metodoldgica de la prueba genética y la interpretacion de los resultados.
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4.5.1. PCR/RFLP parael SNP C/T-13910

La region que contiene el SNP C/T-as10 fue amplificada por PCR con los
primers: 5-GCTGGCAATACAGATAAGATAATGGA-3’ y 5'-
CTGCTTTGGTTGAAGCGAAGAT-3'. de acuerdo con el protocolo de Mulcare et
al. modificado (23).

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un Termociclador PTC-100, MJ
Research®, con un volumen total de 20 pL, los cuales contenian tampoén de
PCR 1X (Tris-HCI [pH 9] 20 mM), MgCl> 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, 1,5U de Taq
polimerasa y primers 1 uM, todos de Invitrogen®, USA. Las condiciones de PCR
fueron: una etapa de desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min seguida de 35
ciclos de 95°C por 1 min, anillamiento a 59°C por 1 min, elongacion a 72°C por
1 min, y una elongacién final a 72°C por 8 min.

El producto de PCR fue digerido con la enzima Hinf | de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (New England Biolabs®, USA). Cuando en el sitio de
restriccion estaba el alelo T-13910, en la digestion se obtenian dos productos: uno
de 201 pb y otro de 177 pb, pero si estaba presente el alelo C-13910 en lugar de

T-13010, SoOlo se obtenia un producto de 201 pb.
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| Muestra de Sangre

Extraccion y cuantificacion
de DNA —— | 300-900 ng

PCR
! l
C/T -13910 G/A -22018
201 pb 271 pb
201201 | |201/177 | |177/177 | 2717271 | |271/196 | |196/196 |
| |
o

|
Hipolactasia Hipolactasia
[iolocaso

Figura 2. Ruta metodolégica de la genotipificacion e interpretacion de los

resultados.

4.5.2. PCR/RFLP parael SNP G/A.22018

La region que contiene el SNP G/A-22018 fue amplificada con los primers 5’-
CTCAGTGATCCTCCCACCTC-3' y 5-CCCCTACCCTATCAGTAAAGGC-3’ de
acuerdo con el protocolo de Coelho et al. modificado (118).

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 20 pL, los cuales
contenian buffer Tris HCI 1X pH 9,0, MgCl2 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, 1,5U de
Tag polimerasa y primers 1 pM, todos de Invitrogen®, USA. Las condiciones de

PCR fueron: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min seguida de 34
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ciclos de 95°C por 1 min, anillamiento a 62°C por 1 min, elongacién a 72°C por
1 min, y una elongacion final a 72°C por 8 min.

El producto de PCR fue digerido con la enzima Hha | de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (New England Biolabs®, USA). Cuando el sitio de
restriccion estaba el alelo G-22018, en la digestion se obtenian dos productos,
uno de 271 pb y otro de 196 pb, pero si estaba presente el alelo A-22018 en lugar

de G-22018, solo se obtenia un producto de 271 pb.

4.5.3. Electroforesis

Tanto los productos de PCR como los de digestion fueron sometidos a
electroforesis en gel de poliacrilamida siguiendo las recomendaciones de
Sambrook & Russell (119). Las bandas de DNA fueron visualizadas con un
fotodocumentador DIGI-DOC luego de la tincion del gel con bromuro de etidio.
Para el SNP C/T-13910, aquellas muestras que presentaban una sola banda de
201 pb (indicativa del alelo C-13910) fueron identificadas como genotipo CC-13910
(homocigoto), las que mostraban una sola banda de 177 pb (indicativa del alelo
T-13010) como genotipo TT-13910 (homocigoto). Las muestras que presentaban
dos bandas, una de 201 pb y otra de 177 pb, fueron interpretadas como
genotipo: CT-13910 (heterocigoto).

Para el SNP G/A-22018, las muestras que presentaban una sola banda de 271

pb (indicativa del alelo A-22018) fueron identificadas como genotipo AA-22018
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(homocigoto), las muestras que presentaban una sola banda de 196 pb
(indicativa del alelo G-22018) como genotipo GG-22018 (homocigoto). Aquellas
muestras que presentaban dos bandas, una de 271 pb y otra de 196 pb,
fueron interpretadas como genotipo GA-2201s (heterocigoto).

El corrido electroforético se realizé con voltaje de 40V y 60 mA durante 4 horas
en una camara de electroforesis horizontal: SIGMA modelo 237, 240-1, con
capacidad para dos geles, el buffer de corrido utilizado fue TBE 1X, el marcador
de peso molecular usado fue el ®X174 DNA Haelll Digest de New England
Biolabs® y el buffer de carga Tipo Il recomendado por Sambrook & Russell
(113).

En la figura 3 se muestran los diferentes resultados que pueden obtenerse
luego de la electroforesis de los productos de la PCR/RFLP tanto para C/T-13910

como para G/A-2201s.

C/T -13910 G/A -22018
) g = g et ] e 1 Iy

400 pb
00 ph ee—
250 pb  e——

200 phesssss ss——— : AA — ——

150 pb === .- GA GG
00 pb CT TT

75 pb

50 pb

25 pb

Marcador 207Y201 209w wnw? 27TV277 2186 Be/B6
de pem

75 +75
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Figura 3. Posibles bandas a observarse luego de la electroforesis de los

productos de PCR/RFLP.

4.5.4. Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas, el equilibrio de Hardy Weinbergy el
desequilibrio de ligamiento se determinaron con la ayuda del programa Arlequin
version 3,1, en inglés, con un intervalo de confianza de 95% (120).

Se aplicé la prueba de Mann-Whitney (Wilcoxon) en la comparacion de las
medianas de los datos en ppm (partes por millén) de Hidrégeno entre DLy
MDL (121).

Para determinar la sensibilidad y la especificidad de la genotipificacion con

respecto a la PHA se aplicaron las siguientes formulas (122):

Verdaderos Positives (VP)
Verdaderos Positivos (VP) + Falsos Negativos (FN)

Sensibilidad =

Verdaderos Negativos (VN)
Verdaderos Negativos (VN) + Falsos Positives (FP)

Especifidad =

Se determind el indice Kappa (k), con un intervalo de confianza de 95%, para
conocer la correlacion entre la genotipificacion (C/T-13910 y G/A-22018) y la PHA
(123). Este célculo se hizo con la ayuda del software SPSS version 11,5; en

inglés. El valor de k se interpretdé de acuerdo con la escala que se presenta en
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la tabla 1.

Tabla 1. Valoraciéon del indice Kappa

Valor de k Fuerza de
concordancia
<0,20 Pobre
0,21-0,40 Débil
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Buena
0,81-1,00 Muy buena
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5. RESULTADOS
5.1. Capacidad de digerir lactosa evaluada por la PHA
Entre los 128 sujetos que fueron sometidos a la PHA, 76 (59%) resultaron
MDL y 52 (41%) resultaron DL. En la figura 4 se muestran los promedios de
Hidrégeno en el aliento en ppm durante el tiempo de prueba, correspondientes
a los dos grupos (MDL y DL). Al aplicar la prueba de Mann-Whitney (Wilcoxon)
en la comparacion de las medianas de los datos, se encontré diferencia

estadistica significativa entre MDL y DL (p< 0,05).

90

80 A

70 A

60

50 A

40 A

30 A

Hidrégeno en el aliento (ppm)

20
* $

o

10

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tiempo (minutos)

—e— Digestores de Lactosa (n=52)
—O— Malos digestores de Lactosa (n=76)

Figura 4. Prueba de Hidrégeno en el aliento. Se observa que los malos digestores de
lactosa presentan un aumento de Hidrégeno mayor de 20 ppm con respecto al valor basal en
las mediciones realizadas durante las 3 horas después de la ingestion de lactosa. Mientras que
en los sujetos digestores de lactosa, no se observé aumento y contrario a los malos digestores,

los valores tienden a disminuir o a permanecer constantes.
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5.2. Genotipificacién de los polimorfismos tipo SNP C/T-13910 y G/A-22018

El genotipo CC-13910 estuvo presente en 102 sujetos (80%) y el genotipo CT-13910

en 26 (20%). Ninguno de los sujetos presentd el genotipo TT-13910. EI genotipo

AA-=22018 estuvo presente en 77 sujetos (60%) vy el genotipo GA-22018 en 51

(40%). Ninguno de los sujetos presenté el genotipo GG-22018 (tabla 2).

La frecuencia del alelo C-13910 fue de 90% y la del alelo T-13910 (PL) fue de 10%.

Por otro lado, la frecuencia del alelo A-22018 (PL) fue de 80% y la del alelo G-22018

fue de 20% (tabla 3).

Tabla 2. Frecuencias genotipicas para los SNPs C/T-13010y G/A-22018. Se observa

gue los genotipos TTy GG no se encontraron en la poblacion estudiada.

Genotipo Frecuencia (n=128) Porcentaje

C/T-13910

CC.13910 102 80%

CT-13010 26 20%

TT-13010 - -
G/A-22018

AA-22018 77 60%

GA-22018 51 40%

GG-22018 - -
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Tabla 3. Frecuencias alélicas paralos SNPs C/T-13910 y G/A-2201s.

Alelo Frecuencia (n=256) Porcentaje
C/T-13910
C-13910 230 90%
T-13010 26 10%
G/A-22018
A-22018 205 80%
G-22018 51 20%

Mediante el software Arlequin, se determiné el equilibrio de Hardy-Weinberg a
partir de la distribucién de los genotipos para cada locus (C/T-13910 y G/A-22018)
y se encontrd que solo el C/T-13910 esta en equilibrio de Hardy Weinberg en la
muestra estudiada (p>0,05). Los dos polimorfismos
desequilibrio de ligamiento (p>0,05). En la tabla 4 se presentan las frecuencias

genotipicas observadas y esperadas segun Hardy-Weinberg asi como la

no presentaron

interpretacion fenotipica de acuerdo con lo descrito por Enattah et al (16).
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Tabla 4. Distribucién de las frecuencias genotipicas observadas y esperadas
para los SNPs C/T-13010 y G/A-22018. Se observa que los genotipos TT y GG no se

encontraron en la poblacion estudiada.

Polimorfismo Fenotipo Genotipo Frecuencias genotipicas
segun (absolutas y relativas)
Enattah et

al.(16) Observada Esperada

(n=128) (n=128)

HPTA cc 102 (0.8) 104  (0.81)

C/T-13010 PL CT 26 (0.2) 23 (0.18)
PL TT 0 1 (0.01)

PL AA 77 (0.6) 82 (0.64)

G/A-22018 PL GA 51 (0.4) 41 (0.32)
HPTA GG 0 5 (0.03)
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En la fotografia 4 se muestran los resultados de 6 muestras procesadas
mediante la metodologia PCR/RFLP con el fin de identificar el genotipo para el
SNP C/T-13910. En esta se pueden observar las dos bandas posibles luego de la
digestion con Hinf I: la indicativa del alelo C-13910 (201 pb) y la indicativa del

alelo T-13910 (177 pb).

e . =gy N— —> 201 pb
'177pb

Fotografia 4. Gel de poliacrilamida al 8%, tefiido con Bromuro de Etidio, con los
productos de la PCR/RFLP para C/T.13910. 1. Muestra con genotipo CC, 2. Muestra con
genotipo CC, 3. Muestra con genactipo CT, 4. Marcador de peso molecular, 5. Muestra

con genotipo CT, 6. Muestra con genotipo CC, 7. Muestra con genotipo CT.
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En la fotografia 5 se muestran los resultados de 4 muestras procesadas
mediante la metodologia PCR/RFLP con el fin de identificar el genotipo para el
SNP G/A-22018. En esta se pueden observar las dos bandas posibles luego de la
digestion con Hha I: la indicativa del alelo G-22018 (196 pb) y la indicativa del

alelo A-22018 (271 pb).

Fotografia 5. Gel de poliacrilamida al 8%, tefiido con Bromuro de Etidio, con los
productos de la PCR/RFLP para G/A-22018. 1. Muestra con genotipo GA, 2. Muestra
con genotipo GG, 3. Marcador de peso molecular, 4. Muestra con genotipo GA, 5.

Muestra con genotipo GA.
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5.3. Comparacién entre la genotipificacién de los SNPs y la PHA

5.3.1. Comparacion entre el SNP C/T-13910y la PHA

En la tabla de 5 se comparan los datos obtenidos mediante la genotipificacion
del SNP C/T-13010 ¥ la PHA, esta Ultima utilizada para evaluar la capacidad de
digerir lactosa. Al lado de cada genotipo se registra el fenotipo correspondiente
(PL o HPTA) segun Enattah et al. (16) y de acuerdo con ese fenotipo, el
equivalente con respecto a capacidad de digerir lactosa (DL o MDL,

respectivamente)

Tabla 5. Genotipificacion del SNP C/T-13010 VS PHA.

Genotipificacion de PHA
CIT.-13010 DL (n=52) MDL (n=76) Total
CT 24 (VN) 2 (FN) 26
(PL/DL)
n= 26
cC 28 (FP) 74 (VP) 102
(HPTA/MDL)
n= 102
52 76 128

VN: Verdadero Negativo, VP: Verdadero Positivo, FN: Falso Negativo, FP: Falso Positivo
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En la comparacion que se presenta en la tabla 5 se observa que entre los 52
sujetos DL, 46% presentaron el genotipo CT-13910 (PL), coincidiendo las dos
pruebas, en contraste, el 54% presentaron el genotipo CC-13910. Entre los 76
sujetos MDL, 97% presentaron el genotipo CC-13010 y el 3% presentaron el
genotipo CT-13910. Teniendo en cuenta que en este estudio se utilizd la PHA
como método estandar y la genotipificacion como prueba para validar, esta
ltima resulté con una sensibilidad de 97% (capacidad de identificar HPTA) y
una especificidad de 46% (capacidad de identificar PL) para el diagnostico de
HPTA.

Sensibilidad= VP / VP + FN =74/ 74+2 = 74/ 76= 0,97 x 100= 97%

Especificidad= VN/VN +FP =24 /24 +28 =24 /52 = 0,46 x 100 = 46%

El indice Kappa calculado para conocer la concordancia entre la

genotipificacion del C/T-13910 y la PHA fue de 0,473; al ubicar este valor en la

tabla 1 se obtuvo una moderada concordancia entre los dos métodos.
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5.3.2. Comparacién entre el SNP G/A-22018 y la digestion de lactosa

Para el SNP G/A-22018 no se hizo tabla de comparacion o de contingencia
debido a que todos los sujetos, tanto DL como MDL, presentaron el alelo A-2201s
(indicativo de PL). No es posible comparar los resultados de dos pruebas

cuando para una de las dos todos los sujetos presentaron igual resultado.
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6. DISCUSION

El andlisis de los resultados demuestra que los alelos de los SNPs C/T-13910 y
G/A-22018 estdn en equilibrio de ligamiento. Esto puede significar que en la
muestra genotipada la asociacion toma lugar al azar, de este modo, la seleccion
natural no ha tomado lugar sobre estos marcadores como presumiblemente si
sucedid en poblaciones caucésicas, en las cuales, los alelos estan en
desequilibrio y el fenotipo PL constituye un factor evolutivo que confiere
ventaja competitiva para la supervivencia (57-59,92).

Al analizar la distribucion del SNP G/A-22018, presentada en la tabla 1, se
observa que la totalidad de los sujetos son portadores del alelo dominante A,
indicador de PL en poblaciones del Norte de Europa (16). Si ese alelo
estuviera asociado al fenotipo en la poblacion estudiada, el 100% de los
sujetos serian lactasa persistente lo cual no es concordante con la frecuencia
de PL reportada en la literatura para la poblacion caribefia (60%) (26,124).
Tampoco se observa concordancia entre este dato y la frecuencia del alelo T,
también indicador de PL en Europeos.

La baja frecuencia del alelo T-13910 y la alta frecuencia del alelo A-22018 no puede
ser explicada como consecuencia de un sesgo en la seleccion de la poblaciéon
debido a que los criterios de inclusion fueron estrictos. Los resultados pueden
deberse a las diferencias étnicas; en el estudio de Enattah et al (2002) (16), la
homogeneidad del grupo étnico finlandés pudo haber favorecido un

incremento en el alelo T-13910, responsable de la persistencia de lactasa,
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derivado de la seleccién natural. Ademas, el efecto Hitch-hiking del alelo T-13910
sobre el alelo A-22018 pudo haber influido en el alto grado de desequilibrio de
ligamiento entre los loci estudiados (125). Por otro lado, la poblacion estudiada
se caracteriza por la heterogeneidad étnica resultado del cruzamiento de
amerindios, europeos y africanos donde se puede observar que el efecto Hitch-
hiking no tomé lugar, por tal razén no se encontr6 desequilibrio de ligamiento
(26,27,116).

La distribucion de los SNPs C/T-13910 Yy G/A-22018 en el presente estudio es muy
semejante a la reportada en un estudio de genotipificacion realizado en una
muestra de la poblacion Caribefia Colombiana, en el cual se encontr6 escasa
aplicabilidad de esos SNPs en el diagnostico de HPTA/PL. Sin embargo, esto
debia ser confirmado con un estudio de correlacién genotipo-fenotipo (26).

En comparacién con estudios hechos en otras poblaciones, los resultados con
respecto al SNP C/T-13910 son concordantes con lo encontrado por Mulcare et
al. en poblaciones africanas, escasez del alelo T-i13910 (23). Ese hallazgo
impulsé a Ingram et al. y Tishkoff et al. a sospechar que la causa de
persistencia de lactasa en africanos residia en SNPs diferentes a los
finlandeses (24,25). Recientemente, Hai-ming et al. estudiaron el SNP C/T-13910
en chinos y no encontraron concordancia con la frecuencia del fenotipo PL
reportado para esa poblacién, por este hallazgo, concluyeron que el alelo T-
13910, cON tan baja frecuencia (1.88%) no podia ser usado como predictor de PL

en la poblacion estudiada (126). Sin embargo, Bulhoes et al., en Brasil,
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encontraron perfecta concordancia entre los polimorfismos C/T-13910, G/A-22018 Y
alta absorcion de lactosa, indicativa de PL, aunque es importante destacar que
de los 20 sujetos genotipados, 19 eran caucésicos (17).

Con respecto al analisis de la correlacion, los resultados de este estudio
concuerdan con los hallazgos de Di Stefano et al., Nagy et al. y Krawczyk et al.
guienes no encontraron perfecta correlacion entre la prueba genética y la
prueba de Hidrogeno en el aliento, por esta razén, ellos sugieren el uso de los
dos métodos para hacer un diagnostico confiable (100,101,127).

La poblacién estudiada esta en equilibrio de Hardy-Weinberg con respecto al
SNP C/T-113010 pero se encontro alta diferencia al comparar la frecuencia del
alelo T-13910 (19%) con la de digestion de lactosa (41%). La baja frecuencia del
alelo T-13910, se relaciona con lo reportado por Swallow y Hollox quienes
afirmaron que las poblaciones cuyos ancestros son afrocaribefios, nativos
americanos africanos presentan mas baja frecuencia del alelo de persistencia
(9%, 3% y 19%, respectivamente) que las poblaciones al Norte de Europa
(75%) que fueron favorecidas por la seleccién natural (8,128).

Tishkoff et al. encontraron tres nuevos polimorfismos (G/C -14010, T/G-13915 y C/G-
13907) asociados con PL en varias tribus africanas de Tanzania, Kenya y Sudan
(24). Esto demuestra que existen otros polimorfismos diferentes al C/T -13910 en
poblaciones no europeas y confirma que la genotipificacion de ese polimorfismo
no es aplicable como recurso diagnostico a nivel mundial debido a que no es la

Unica causa de PL (24,129,130).
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El estudio de un panel de SNPs que cubra porciones funcionales y no
funcionales del gen MCM6 corriente arriba del gen LCT podria llevar al
descubrimiento de otras variantes asociadas que no han sido reportadas y que
sean autdctonas de una poblacion en particular como la Caribefia Colombiana
(92). Esto es valido si se tiene en cuenta que el factor demografico fue clave en
la evolucién y extension del fenotipo PL en Europa (62). Eso implica que los
descendientes de diferentes partes de Europa presenten diversidad en el
comportamiento de los SNPs y la expresion genética.

Debido a que las poblaciones Europeas influyeron en mayor grado en
poblacion Andina Colombiana que en la poblacion Caribefia y teniendo en
cuenta que esta Ultima ha recibido la influencia de otros grupos como los
sefarditas y los turcos, se esperaria que los Caribefios presentaran un patron
genético diferente al de los europeos (116).

Este es el primer estudio que compara la genotipificacion de los SNPs C/T -
13010 Y G/A-22018 con la capacidad de digerir lactosa, indicativa de PL, en
poblacién mestiza a nivel de Latinoamérica.
En el futuro, seria interesante verificar si los polimorfismos que fueron
encontrados en poblacion Africana y en el Medio Este estan asociados con PL
en la poblacion caribefia colombiana, teniendo en cuenta el componente

ancestral africano que caracteriza a esa poblacion (131).
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7. CONCLUSIONES

e La distribucion de los SNPs C/T-13010 y G/A-22018 en poblacion Caribefia
Colombiana muestra un patrén diferente al encontrado en poblaciones al
Norte de Europa.

e La moderada concordancia entre el SNP C/T-13910 y la prueba de
Hidrogeno en el aliento encontrada en este estudio difiere de lo
encontrado al Norte de Europa y en otros estudios realizados en
Surameérica.

e EIl alelo A-22018 no es agente causal de persistencia de lactasa en la
poblacién Caribefia Colombiana estudiada.

e El alelo T-13910 no es la causa o no es la Unica causa de persistencia de
lactasa en poblacion Caribefia Colombiana.

e La genotipificacion de los SNPs C/T-13010 y G/A-22018 N0 €S un método
confiable para el diagnéstico de HPTA en la poblacion estudiada.

e Otros SNPs situados cerca del SNP C/T-13910 podrian estar asociados

con persistencia de lactasa en Caribefios Colombianos.
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