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RESUMEN

La Hipolactasia primaria tipo adulto (HPTA), es una condicién muy frecuente en la
especie humana, de herencia autosdmica recesiva, determinada genéticamente
por la presencia de variantes tipo SNPs corriente arriba del gen de la Lactasa,
afecta a mas del 50% de la poblacion mundial y se caracteriza por una deficiente
expresion de la Lactasa, resultante de la declinacion de la actividad de esta
enzima, en células intestinales, después del destete. Se ha determinado que la
prevalencia de la HPTA varia ampliamente a nivel mundial, dependiendo del
origen étnico y situacion geografica. Afecta a los asiaticos casi en un 100%, a los
negros africanos en un 70% y a los caucasicos entre un 20 o 30%; en Colombia
es mayor al 50%, siendo similar al de otras poblaciones de Latinoamérica. En la
poblacion restante, se conserva la actividad de la enzima, constituyendo el
fenotipo lactasa persistencia, de caracter autosomico dominante y consiste en el
mantenimiento, después del destete, de los altos niveles de la enzima, propios de
la primera infancia. Su frecuencia varia, siendo mayor del 70% en el Norte de
Europa; en algunas poblaciones némadas del Norte y Centro de Africa y cercana
al 90% en la mayoria de los Caucasicos. La HPTA se asocia a dos genotipos
(C/C-13910 y G/G-22018) localizados aprox. a 14 kb y 22 kb corriente arriba del
promotor LCT, del gen que codifica la lactasa-floricin hidrolasa, dentro de los
intrones 9 y 13 del Microsoma adyacente de Mantenimiento 6 (MCM®6) en el
cromosoma 2g-21. Varios estudios han demostrado que el genotipo CC de la
variante C/T-13910, estd asociado con una baja expresidon del ARNm para la
Lactasa y con una baja actividad de esta enzima en biopsias intestinales,
sugiriendo HPTA, en comparacion con los genotipos CT y TT, los cuales se
asocian con alta expresion de ARNm especifico y una alta actividad enzimatica,
siendo indicativo de Lactasa persistencia; estos polimorfismos podrian tener el
mismo valor predictivo en otras poblaciones humanas. Un segundo SNP G/A
22018, no segregaba con la Hipolactasia en el 10% de los casos, se piensa que
solo esta en desequilibrio de ligamiento con la variante *T-13910. El objetivo de
este proyecto fue determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs
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C/T-13910 y G/A-22018 en una muestra de la poblacion afrodescendiente del
Caribe colombiano, para obtener informacién respecto a los perfiles genéticos
poblacionales relacionados con la HPTA en esta poblacion especifica. Con estos
resultados se generaron datos de valor antropogenético para la poblacion
afrocolombiana estudiada. Para tal propdsito, se extrajo ADN a partir de muestras
de sangre periférica de 130 afrodescendientes y se identificaron estos
polimorfismos mediante la técnica PCR/RFLP; la digestion enzimatica se realizo
con las enzimas Hinfl y Hhal. Las frecuencias alélicas y genotipicas, el Equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) y el equilibrio de ligamiento, se determinaron con la
ayuda del software estadistico TFPGA 1.3. Las frecuencias genotipicas para el
polimorfismo C/T-13910 fueron CC (90%), CT (10%) y TT (0%). Las frecuencias
alélicas para *C y para *T fueron de 95% y 5% respectivamente. Las frecuencias
genotipicas esperadas por HWE fueron: CC (90%), CT (9,5%), TT (0.3%). Se
estimé el HWE utilizando el test de Chi-cuadrado (X? de Pearson); con un valor de
0.0961, indicando que la poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg
(p>0.05). Para el polimorfismo G/A-22018 las frecuencias genotipicas
observadas fueron: AA (42%), GA (58%) y GG (0%). Las frecuencias alélicas para
*A y para *G fueron de 71% y 29% respectivamente. Las frecuencias genotipicas
esperadas, por HWE fueron: AA (51%), GA (41%), GG (8%). Se estimo el HWE
utilizando X?; en un valor de 19.82, indicando que la poblacién no se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05). De acuerdo con los resultados obtenidos,
los SNP’s propios de la poblacién caucasica si estan presentes en esta poblacion
afrocaribefia, pero muestran un patrén de distribucion diferente al encontrado en
poblaciones norte-europeas. El polimorfismo C/T-13910 ofrece posibilidades de
utilizarse como marcador genético de Hipolactasia en la poblacion de estudio, pero
G/A-22018 no parece estar ligado a Hipolactasia, por lo cual no seria un buen
predictor de esta condicion en la poblacion de estudio. Un estudio de correlacion

es imperativo.

Palabras claves: Hipolactasia tipo adulto, polimorfismos SNP, Lactasa o lactasa phlorizin
hidrolasa (LPH).
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SUMMARY

Adult-type hypolactasia (AHP), a recessive autosomic condition, is frequently found
in human populations. Several SNPs variants upstream of the gene encoding
Lactase have been correlated with such phenotype. More than 50% of the world
population has this condition, in which intestinal cells showed a reduced production
of this enzyme after weaning. AHP prevalence amply fluctuates around the world,
depending on the ethnical origin and geographic localization. All Asian
descendants, around 70% of the black Africans, and approximately 20-30% of
Caucasian people have been shown to have this phenotype. In Colombia, the
prevalence of this condition is estimated to be around 50%, which is similar to
those previously reported in other Latin American countries. There are some
individuals in whom the the production of the enzyme is kept along the lifespan,
and this has been named as the lactase persistence phenotype. The inheritance
pattern shows a dominant autosomic trait, and the enzyme is produced as the
same levels as those present in the early childhood. The prevalence of this
condition also fluctuates, being higher than 70% in the Northern of Europe and in
some nomads of the North and Center of Africa, while is close to 90% in most of
the Caucasians. There are 2 genotypes associated to AHP, C/C-13910 and G/G-
22018, which are approximately localized 14 kb and 22 kb upstream of LCT
promoter — the gene encoding the lactase-floricin hydrolase (LPH). These SNPs
are in the introns 9 and 13 of the microsome adjacent to Maintenance 6 (MCM6)
located in the chromosome 2g-21. Several studies have demonstrated that the
genotype CC of the variant C/T -13910 is associated with a low mMRNA expression
for lactase, which may explain the low enzymatic activity found in intestinal
biopsies, suggesting AHP; while the genotypes CT and TT showed association
with high mRNA expression and high level of enzymatic activity, which obviously
indicates lactase persistence. These polymorphisms are expected to have the

same predictive value for other populations. A second SNP G/A -22018, which
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does not segregate with hypolactasia in 10% of the cases, is considered to be in
linkage disequilibrium with the variant *T-13910. Consequently, the aim of the
present work was to determine both allelic and genotypic frequencies of SNPs C/T-
13910 and G/A-22018 in a sample of Afro-Colombian population resident in the
Colombian Caribbean. This allowed both obtaining information regarding AHP
genetic profile and estimating their prevalence in this specific population. In
addition, these results provided important anthropogenetic data for the Afro-
Caribbean population we studied. Our methodology consisted of isolating DNA
from peripheral blood samples obtained from 130 afro-Colombians, and their
polymorphisms were identified by PCR/RFLP — the enzymatic digestion was done
using Hinfl and Hhal. The allelic and genotypic frequencies, Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) and the linkage equilibrium were determined using the statistical
software TFPGA 1.3. The genotypic frequencies for the polymorphism C/T -13910
were CC (90%), CT (10%) and TT (0%). The allelic frequencies for *C and for *T
were 95% and 5% respectively. The expected HWE genotypic frequencies were:
CC (90%), CT (9.5%), and TT (0.3%). The X2 test for HWE was found to be
0.0961, which was in Hardy-Weinberg equilibrium (p>0.05). For G/A -22018
polymorphism, the genotypic frequencies were: AA (42%), GA (58%) and GG
(0%). The allelic frequencies were 71% and 29% for *A and for *G respectively.
The expected HWE genotypic frequencies were AA (51%), GA (41%), and GG
(8%). The X? test was 19.82, indicating that the population was not in HWE
(p<0.05). According to the results, Caucasian SNPs were present in this Afro-
Caribbean population, but their profile had a different distribution pattern compared
with the one found in northern European population. The C/T-13910 polymorphism
may be used as a genetic marker for hypolactasia in this population, but G/A -
22018 seems not to be linked with hypolactasia, therefore, it won’'t be a good

predictor. A correlation study is an imperative.

Key words: Adult Hypolactasia, SNiP polymorphism, Lactase o lactase phlorizin
hidrolase (LPH).
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INTRODUCCION

La lactosa es el principal aztcar de la leche; es un disacarido que es hidrolizado a
glucosa y galactosa por la enzima Lactasa Phlorizin Hidrolasa (LPH), la cual se
localiza en la microvellosidad del intestino delgado, teniendo una mayor actividad
en el yeyuno!. En la humanidad se presentan dos fenotipos de actividad de
lactasa: Hipolactasia Primaria Tipo Adulto (HPTA) y la Lactasa Persistencia. El
primero, también conocido como Lactasa No-persistencia 2, es la mas comin de
las deficiencias enzimaticas, esta presente en mas de la mitad de la poblacion
mundial, se hereda como un rasgo autosémico recesivo y es el resultado del
declive fisiologico en la actividad de la LPH en las células intestinales después del
destete. La HPTA puede generar mala digestion e intolerancia a la lactosa,
limitando, asi, el consumo de la leche y sus derivados® 4, puesto que la leche es
la principal fuente de calcio para el mantenimiento de la integridad de los huesos
en el adulto, se afectaria de manera importante la asimilacion del calcioy a
largo plazo podria predisponer al desarrollo de osteoporosis en edades tempranas
de la vida. Asi, se ha observado una elevada proporcion de hipolactasicos entre

sujetos con osteoporosis. > ©

La HPTA tiene un papel significativo en la produccién del dolor abdominal
recurrente que se presenta en la poblacion adulta. Su frecuencia varia
ampliamente entre paises, grupos étnicos y poblaciones. Es el fenotipo mas
prevalente en el Este y Sureste de Asia, y en Africa tropical con una frecuencia del
80 al 100%’, mientras que los descendientes del Norte de Europa, habitantes de
oriente medio (Nigeria, Zaire y Tailandia) y en algunas tribus némadas del Norte
de Africa, la prevalencia de la HPTA varia entre el 1 al 18%.8 El segundo
fenotipo, lactasa persistencia, se hereda como caracter dominante y se caracteriza
porque quienes lo exhiben mantienen alta la actividad de la enzima en la vida
adulta, lo que confiere una ventaja adaptativa frente a los individuos que son

Hipolactasicos. °
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El diagnostico directo de la HPTA consiste en la determinacion de la actividad de
la lactasa a partir de la biopsia intestinal, este método es invasivo y ademas no
refleja la actividad enzimética real del individuo, en la medida en que su resultado
solo evalGia una pequefia area de la mucosa.l® Un método indirecto alternativo es
la medicion del Hidrégeno en el aliento después de la administracion oral de
lactosa; esta prueba evalla la capacidad de digerir la lactosa, y en cierta
proporcion, se relaciona con la actividad enzimatica.!*'? La inexactitud de las
pruebas indirectas para el diagnéstico o lo cruento de la pruebas directa, hacen
necesario un test fiable, eficaz, no invasivo y que proporcione resultados en poco
tiempo para el diagndstico de la Hipolactasia primaria de tipo adulto en la practica
clinica.13141516  Recientemente se ha demostrado que el estado lactasa-
persistente (LP) 6 el estado lactasa-no persistente (LNP) del adulto se puede
determinar genéticamente y se encuentran muy ligados al grupo étnico del que
procede el individuo, por lo cual es importante identificar las variantes genéticas

responsables de esta condicion.

Recientemente se han descubierto las bases moleculares de la persistencia/no
persistencia, al describir que los polimorfismos tipo SNP, C/T -13910 y G/A -
22018, localizados aproximadamente a 14 kb y 22 kb, corriente arriba del gen de
la Lactasa, presentan alelos que co-segregan con la Hipolactasia en un grupo de
familias caucéasicas estudiadas y por lo tanto se encuentran asociados con la
persistencia/no persistencia de lactasa.'”*® Por tal razén, la identificacion de estos
polimorfismos se utiliza como método de diagnodstico molecular de HPTA en esa
poblacién. Efectivamente, se ha observado que en los individuos Finlandeses
gue presentaron el genotipo C/C para el SNP C/T-13910 y el genotipo G/G del
polimorfismo G/A-22018 se presenta el fenotipo Hipolactasia.l® Este planteamiento
ha inducido estudios orientados a entender el origen y la evolucion de la mutacion

responsable de la Hipolactasia en los humanos. 12021
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La perfecta correlacion existente entre el genotipo C/C-13910 y la baja actividad
de la enzima Lactasa, explica que la variante C/T-13910 se puede utilizar para el

test de screening primario de la HPTA en la préactica clinica 2223 24

En Colombia, se han estimado frecuencias de la condicién hipolactasica cercanas
al 60% 2°, lo que concuerda con las estimaciones generales para Latinoamérica?®,
Sin embargo, debido a las diferencias étnicas existentes entre los grupos que
componen la poblacién colombiana, se esperaria encontrar regiones o zonas con

mayor o menor prevalencia de HPTA.

La etnografia de Colombia se caracteriza por ser el resultado de la mezcla de tres
grupos raciales primarios: principales: indigenas, europeos y africanos, de tal
forma que Ila poblacion colombiana esta compuesta por tres grupos étnicos
principales que son, indigenas (amerindios), afrodescendientes y mestizos. Segun
datos del DANE, con base en el Censo general de poblacion de 2005, se
identificé como Blanco y Mestizo el 86%, indigena el 3,43% Yy afrocolombiana el
10,6%%’. El 32% de la poblacién afrocolombiana, equivalente a 1.380.102
habitantes, reside en los diferentes departamentos del Caribe. En San Basilio de
Palenque, departamento de Bolivar, se encuentran aproximadamente 3.762
habitantes, pertenecientes a 681 familias que habitan 592 viviendas. La poblacion
fue fundada por esclavos africanos que se fugaron y constituyeron los palenques
de la Costa Norte de Colombia durante el periodo colonial. San Basilio es el Unico
palenque que ha conservado su identidad y sus elementos culturales propios,
siendo testimonio de la riqueza y trascendencia cultural africana en el territorio

colombiano.

En este estudio, la busqueda de los SNPs C/T -13910 y G/A -22018en una
muestra de la poblacion afrodescendiente de San Basilio de Palenque de la Costa
Caribe Colombiana, permitié caracterizar la estructura genética de la poblacion

para dichos SNPs, determinando las frecuencias fenotipicas y genotipicas de tales
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variantes. Los resultados podrian servir como un punto de referencia para el
estudio de los caminos evolutivos y aspectos genético-demograficos que han
marcado la historia de esta poblacion y permiten explorar la posibilidad de saber si
es factible utilizar la deteccién de estos SNPs como prueba diagnostica de la
HPTA en la poblacion de estudio
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1. LACTOSA Y SU METABOLISMO
1.1 Estructura quimica y caracteristicas de la Lactosa

La Lactosa (beta-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa), es un disacéarido formado
por la R-D-galactopiranosa (galactosa) y la a-D-glucopiranosa (glucosa)
acopladas por los carbonos 1 y 4, respectivamente 28, mediante enlace O-

glucosidico B(1-4), con pérdida de una molécula de agua (Figura 1). 2°

Figura 1: Férmula estructural de la Lactosa : § -D-Galactopiranosil-(1-- 4)-a-D-Glucopiranosa y proceso de
hidrélisis de la Lactosa (Tomado de la referencia®)

n

H [e]]
Galactose

La lactosa es el unico disacéarido que se encuentra en la leche de los mamiferos;
es sintetizada en la glandula mamaria por accion del complejo Lactosa Sintasa,
formado por dos enzimas: la uridindifosfato-B1,4-Galactosil Tranferasa (EC2.4.1.22) y

la a-lactoalbumina (Figura 2). 3031
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Figura 2: Accion del Complejo Lactosa-Sintasa (Tomado de la referencia 30)

Glucosa
l Complejo Lactosa Sintasa
Glucosa- 6-fosfato l
Galactosi| -Transferasa
+
a- lactoalbimina
UDP - galactosa Y
+
D- glucosa > LACTOSA

La leche humana tiene un alto contenido de lactosa (7%), la leche de vaca tiene
4,8% de lactosa, este disacarido comprende la mayor fuente de carbohidratos

durante el periodo neonatal.

1.2 Metabolismo de la Lactosa

Después de la ingestion de lactosa, ésta es digerida (hidrolizada) en dos
monosacaridos, glucosa y galactosa, por la enzima Lactosa floricin hidrolasa
(LPH), ubicada en el borde de cepillo del epitelio intestinal, principalmente en el
yeyuno. La lactosa que no se digiere en el intestino delgado se metaboliza por
accion de la flora bacteriana colénica, lo que produce gases como hidrégeno,
dioxido de carbono y metano, de los cuales se absorbe el 98%; mientras el 2% a
2,5% de ellos se excreta por via rectal. Ademas, se producen acidos grasos de
cadena corta como acetato, butirato y propionato, que la flora comensal col6nica

utiliza como fuente de energia.
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1.3. Valor nutritivo de la Lactosa

La leche constituye uno de los alimentos naturales mas completos y equilibrado,
su valor nutritivo es tal que no puede ser facilmente sustituida por otros alimentos.
Es uno de los alimentos basicos de la nutricibn humana, por la diversidad y
asimilacion de los compuestos esenciales que la integran, incluyendo proteinas,
calcio, potasio, fosforo y riboflavina. Segun datos de la FAO3?, cubre mas del 20%
de las necesidades energéticas, 25% de las proteinas y 50% del calcio de la
poblacién en paises desarrollados.®® El aporte calérico de la lactosa es muy
importante en la primera infancia, ya que durante este periodo los hidratos de
carbono ingeridos representan 35-50% del total de calorias de la dieta.

El principal hidrato de carbono en la leche es la lactosa, su concentracion es
relativamente constante y promedia alrededor del 5%, ademas de ser fuente
energeética, aporta galactosa, necesaria para la produccion de galactolipidos
propios de los cerebrosidos y glucolipidos claves para el desarrollo del sistema

nervioso central. 34

La leche es buena fuente de calcio y fosforo, necesarios para el crecimiento del
esqueleto del lactante y el mantenimiento de la integridad de los huesos en el
adulto. La digestibilidad del calcio y fésforo es generalmente alta, en parte debido
a gue se encuentran en asociacién con la caseina de la leche®. Ademas de
aportar nutrientes esenciales para el mantenimiento Ooptimo de la salud en
adolescentes y adultos jévenes, la leche proporciona el calcio necesario para el
desarrollo 6seo en las distintas etapas del crecimiento y el mantenimiento de la
densidad 6sea en la edad adulta cuando ésta empieza a decrecer3®. Por lo tanto
debe ingerirse leche diariamente desde el nacimiento a través de la leche materna

y a lo largo de la vida a través de la leche y productos lacteos.3’
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2. LACTASE-PHLORIZIN HYDROLASE (LPH)

2.1 Estructura y Funcion de la enzima LPH

La lactosa de la dieta no se absorbe a través del epitelio intestinal, sino que es
hidrolizada a galactosa y glucosa, por accion de una disacaridasa (Figura 1), la
LPH. Esta enzima es una [3-galactosidasa de 150 kDa, codificada por el gen de la
Lactasa (LCT), de aproximadamente 50 kb 38, sintetizada en los enterocitos a
partir de una proteina precursora de 220 kDa tras un complejo proceso de

trascripcion, traduccién y maduracion. 3°

La LPH se ubica exclusivamente en la superficie apical del borde en cepillo de los
enterocitos, donde esta anclada a la membrana por su extremo C-terminal y tiene
la mayor parte de la molécula proyectandose hacia el intestinol. Su méaxima
expresion se encuentra en el intestino medio (yeyuno y el ileon proximal) y sus

bajos niveles de actividad en el duodeno e ileon distal. 4041 42

Es una enzima multifuncional con dos actividades enzimaticas, actida como
Lactasa (E.3.2.1.108) responsable de la hidrélisis de la lactosa a glucosa y
galactosa, y como Floricin hidrolasa (EC 3.2.1.62) con una actividad de B-

glicosidasa para ceramidas glicosiladas.43444%

La actividad lactasa esta restringida en mamiferos, mientras que la actividad
Floricin hidrolasa ha sido detectada en vertebrados. Ambas actividades cataliticas
estan localizadas en posiciones diferentes en la proteina que apuntan hacia un

modelo con dos sitios activos. 4647:48
La actividad de la lactasa es baja durante los dos primeros tercios de la gestacion,

después su produccion y su capacidad hidrolitica estan presentes al iniciar el

segundo trimestre de vida fetal. En los recién nacidos prematuramente la
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actividad de la lactasa suele estar disminuida, aumenta progresivamente en el
neonato, permanece discretamente elevada durante la primera infancia y en la
mayor parte de la humanidad, después del destete, aproximadamente a los cinco
afios de edad y por razones genéticas, su actividad declina, significativamente??,
de tal manera que en la vida adulta solo se tiene alrededor de 5- 20% de la

actividad que se tuvo durante la etapa de lactacion.>®

2.2 Estructura del Gen de la Lactasa (LCT)

El gen que codifica para lactasa-floricin hidrolasa fue localizado, en 1988, en el
cromosoma 2q y mas especificamente en 2921, en 1993. El gen LCT esta
localizado en el brazo largo del cromosoma 2921 (Figura 3), alcanza un tamafo
gendmico de 50 kb y estd compuesto de 17 exones, desde 79 a 1551 pb en
tamario 5152, presenta una regiéon promotora de 1 kb que precede al gen LCT .

51,94

Figura 3: Locus del Gen LCT localizado en el Cromosoma 2: 2921. Fine mapping of LPH in 1993 (Harvey et al 51).
Sequence and mapping of LPH in 1988 (Mantei et al 52Kruse et al %4)

— D2S114

— LPH

D25442

D25314

D252385

El gen LCT produce la enzima LPH

CROMOSOMA 2 actividades: Lactasay Floricin hidrolasa.
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El tamafio del RNA mensajero (MRNA) de la LPH humana es de 6274 bases (6.2
kb), desde el codon de iniciacion hasta el codon Stop, codifica para una pre-
proteina que contiene 1927 aminoacidos*!, el producto primario de traduccion
(pre-pro-LCT)®3, contiene 5 dominios, dos de ellos no aparecen en la proteina
madura; un pre-dominio con una secuencia seflal de 19 aminoacidos en el
extremo amino terminal la cual es clivada durante el proceso de maduracion; un
pro-dominio de 849 aminoacidos >* que incluye las secuencias repetidas | y Il, la
cual es clivada en el reticulo endoplasmico produciendo la denominada LPHa, que
se ha descrito como chaperona intramolecular de la misma proteina. Los dominios
[y IV, corresponden a una enzima madura; un dominio extracelular de 1014
aminoéacidos llamado LPHpB, cadena polipeptidica que contiene tanto el sitio de
catalisis de la floricin hidrolasa (secuencia repetida Ill) y un sitio de actividad
lactasa (secuencia repetida 1V), un dominio transmembrana hidrofobico de 19
aminoacidos que funciona como sitio de anclaje a la membrana celular y un
dominio hidrofilico citoplasmatico en el extremo C-terminal de 26 aminoacidos
(Figura 4). %°

La comparacién de secuencias nucleotidicas indica que la regiéon codificante esta
comprendida por cuatro secuencias aminoacidicas repetidas, homologas al de
una [B-glicosidasa, sugiriendo que el gen es el producto de dos eventos de
duplicaciéon génica durante la evolucién. 5% %7 Los cuatro dominios simétricos, los
dominios | y Il son importantes para el correcto plegamiento de la proteina
naciente, los cuales son eliminados durante el proceso de maduracion quedando
una proteina madura compuesta por dos dominios que contienen un sito activo

cada uno (dominio Il 'y IV). %8
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Figura 4: Estructura y Biosintesis de la Lactasa (Tomado de la referencia 45,5 €0)
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Mediante un estudio desarrollado, donde utilizaron un mecanismo basado en la
inhibicién de la actividad enzimatica, se demostré que la actividad lactasa de la
LPH aislada del intestino esta exclusivamente localizada en el sitio de actividad de
la region IV. Ademas encontraron que la actividad floricin hidrolasa esta
localizada en la region lll, aunque una pequefa contribucién de esta actividad esta
en el sitio de actividad IV (=10%). Aunque aun no ha sido discutido, actualmente
se considera que el sitio activo de Glu 1273 en el dominio Il es responsable de la
hidrélisis de los glacidos como el floricin, mientras que el otro dominio IV Glu 1749

cataliza la hidrélisis de los galactosidos como la lactosa. 6!

El mRNA del LCT se expresa solamente en las vellosidades de los enterocitos a
nivel del intestino delgado, pero esta presente en muy pequefias cantidades en el
colon fetal. El yeyuno distal y el ileon proximal contienen altos niveles de mRNA

del LCT mientras que los niveles disminuyen a lo largo del yeyuno proximal e ileon
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distal.®? El mRNA del gen LCT permanece bajo justamente antes del nacimiento, y
después se aumenta y permanece elevado hasta el destete, cuando declina al
menos el 10% del valor neonatal. 3 Esta disminucién post-destete de la expresion
del mRNA del gen LCT se mantiene a lo largo de la vida adulta.%465

2.2 Biosintesis de la LPH

La estructura primaria completa de LPH humana se estableci6 en 1988 y la
organizacion completa intrén-exon en 1991. Actualmente se conoce que la LPH
es sintetizada como un polipéptido de alrededor de 220 kDa que luego sigue una
ruta de procesamiento compleja que incluye una glicosilacion con union N y O
carbohidratos, obteniéndose asi una forma intermedia de peso molecular de por
encima de 280 kDa y a partir de esta, a través de uno o dos pasos de protedlisis

se obtiene un producto maduro con un peso molecular de alrededor de 160 KD. 4!

La enzima LPH sufre un proceso de maduracién pos-traduccional que incluyen
primeramente el corte de la secuencia de 19 aminoécidos de la Pre-pro-proteina
a Pro-proteina, que tiene lugar en el reticulo endoplasmatico (RE) y ocurre durante
el proceso de translocacién de la Pro-LPH a través del RE. 5666 Seguido a esto, se
llevan a cabo varias reacciones de glicosilacion, necesarias tanto para la actividad
enzimatica, como para el transporte intracelular de la enzima 676869 y ademas
como en otras glicoproteinas, la glicosilacion tiene un rol en la degradacion de la
enzima, pero aun no esta claro si esta posee un papel en la marcacion intracelular
de la lactosa a nivel de las microvellosidades o en el desarrollo de cambios en la
expresion de la actividad de la lactasa. > La pro-LPH es N-glicosilada formando
una estructura rica en manosa para luego formar un homodimero en el RE. La
dimerizacion envuelve al dominio transmembranal C terminal y la region final
citoplasmatica 0. Posteriormente la pro-LPH es transportada al complejo de Golgi
donde es O glicosilada. Existen evidencias que la lactasa es O-glicosidada por

serinas y treoninas, como también N-glicosilada por asparagina y que ésta

30



glicosilacion afecta probablemente la actividad enzimética asi como el transporte
intracelular 7. Parece ser que la funcién de la Pro-secuencia solo estéa relacionada
con la necesidad de la salida de la LPH del RE, demostrado por algunos estudios,
la Lactasa expresada en las células COS sin su Pro-secuencia es retenida en el
RE. 727374 Una vez modificada la lactasa en su composicién de carbohidratos en
el aparato de Golgi, ella sufre clivajes proteoliticos por la tripsina pancreatica. La

LPH final dimeriza y se colocaliza en la membrana del enterocito maduro.

El corte proteolitico de la proteina madura parece ocurrir de la siguiente manera:
El primero ocurre intracelularmente y remueve el largo fragmento de LPH a en arg
734/Leu 735 resultando en una LPH B inicial Leu 735/Tyr 1927. 64 75 Luego la
LPH B inicial se dirige a la superficie de la membrana intestinal y es cortada por
una tripsina en Arg 868/Ala 869 alcanzando una enzima madura LPH@ final de 160
Kda. 6166 En un estudio realizado por Jhon White, evidencié la forma de la proteina
de 190 kda que se acumulé por varias horas antes de detectar cantidades
significativas de la proteina madura. Este proceso coincide con la disminucion
secuencial en la cantidad de la forma precursora de la lactasa presente, rica en
manosa, lo que soporta el papel de esta forma molecular como un cierto

intermediario en la biosintesis de la lactosa humana.

2.3 Regulacion de la expresion genética de LPH

La regulacion de la expresion genética se refiere a los mecanismos celulares que
controlan el perfil espaciotemporal del producto funcional de un gen. La regulacién

puede actuar a nivel de la transcripcion o a nivel postranscripcional.

La intensidad de la transcripcion de un gen que codifica a una proteina depende,
al menos, de la union de factores de transcripcion activados a regiones
reguladoras en la molécula de ADN vy del reclutamiento del complejo activo de la

ARN polimerasa Il, que en conjunto determinan la frecuencia de sintesis del
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ARNmM correspondiente.’® Los factores de transcripcion son proteinas que al unirse
a sitios especificos del ADN, denominados elementos de respuesta (ER) de
aproximadamente 4 a 15 pb, pueden interactuar con otros factores
transcripcionales para formar un complejo de proteinas y ADN que permite la
iniciacion de la transcripcion del gen. Diferentes familias de factores
transcripcionales reconocen distintos ER. Los cambios sutiles en la secuencia de
un ER pueden inducir cambios en la afinidad con la que se une el factor
transcripcional correspondiente y modificar asi los niveles de transcripcion
(Figura 5). 77, 80

Figura 5: Importancia de los polimorfismos de un solo nucleétido en regiones reguladoras (rSNPs)
(Tomado de la referencia 7)
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Un gen posee una region reguladora que contiene elementos de respuesta
reconocidos por factores de transcripcion y una region codificante que tiene la
informacién necesaria para sintetizar una proteina. Para que un gen se exprese en
una célula determinada, ésta debe poseer los factores de transcripcion
adecuados; ademas, los elementos de respuesta deben estar expuestos para que

puedan reconocerlos los factores transcripcionales.”®

En los vertebrados, los ER pueden encontrarse en tres tipos de regiones
reguladoras conocidas. Los que componen al promotor suelen localizarse dentro
de las primeras 1000 pb en la regién 5 del inicio de la trascripcion; otros pueden

situarse a grandes distancias de dicho sitio (hasta 100 kb 5 o 3’ del gen) en

32




estructuras conocidas como enhancers (o potenciadores), que pueden
incrementar la frecuencia de inicio desde el promotor con el que se relacionan, asi
como en los silencers (o silenciadores), que pueden reducir o suprimir la
transcripcion. 7° Las mutaciones en los ER de cualquiera de estos tres tipos de
regiones reguladoras en el genoma (rSNP) pueden modificar la transcripcion e

influir en el fenotipo del individuo.

Los factores que afectan la trascripciobn también pueden catalogarse como
factores en cis, aquellos que ejercen su efecto en la misma cadena de ADN y
cerca del gen en cuestion. Los elementos de respuesta y sus variantes
polimérficas, afectan la transcripcion en cis. Por otro lado, los efectos en trans
surgen de un gen o factor adicional. Los efectos en trans pueden originarse por
factores no genéticos, como estimulos ambientales (drogas, patdgenos,
enfermedades) o bien variaciones genéticas en otros genes (p. ej., factores

transcripcionales) que afectan la expresion del gen en cuestion. 80 81

El gen de la lactasa tiene un patrén de regulacion complejo, tanto a nivel celular (la
expresion dependiente de la diferenciacion en los enterocitos), como a nivel de
organo (expresion diferencial especifica para los tejidos a lo largo del eje

longitudinal del intestino delgado) o durante el desarrollo (el declive post destete).

Se ha descrito que la secuencia contexto al polimorfismo C/T (13910) funciona
como un elemento en cis para la regulacion transcripcional del gen de la lactasa,
sobre el cual se unen factores proteicos que eventualmente aumentan la
transcripcion. 8 Estudios in vitro sobre el promotor de la lactasa y los factores de
trascripcion que regulan la expresion de la lactasa, han identificado algunos de los
mecanismos moleculares potenciales que controlan esta regulacion. En el patron
de expresion de este gen, intervienen varios factores de transcripcion como
GATA-4, -5y -6, el factor nuclear del hepatocito 1a (HNF1a), HOXC11 y Cdx2, los

cuales se unen al promotor o cerca de este, en una regiébn de 150 pb del
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promotor, justo corriente arriba del sitio de trascripcion inicial, esta secuencia esta
bien conservada en ratas, ratones, conejos, cerdos y humanos, indicando que en
esta region, se localizan importantes elementos reguladores en cis- (Figura 6).

Figura 6: Secuencia conservada de ADN que comprende el promotor del gen LCT (150 pb) en varias especies,
mostrando los puntos de unién de algunos factores de transcripcién. (Tomado de la referencia 77)

e CE-1c (Cdx-2)
human .TCTTTACAT TTTTAAATAT TGCATTAGTG AACCGTGTAC TGATTTTGTG
pig .TTTTTAAAT TTTTTGATAT TTCATT...G AACTATGTAC TANTTTTAT]
rat CTITTTTCCCC CTGAAGATTA TAC.TGGCTG AACCAAGTTC TGATTTATCT
mougse .CTTTCCCCC TTGAAGGTTA TACCAGT.TG ATCCAAGTTC TGATTTATCT

GATA CE-2¢ (HNF-1a) GATA

human ATCAAGATA AKCCAGTTAR ATATTARGTC TTANTIATCA] CTTAGTHTTT
pig ATCAQAGATA AQCCAGTTAC ATATTAAGTG TT TCA CCTAGTATTT
rac ATCCdAGATR CCAGTTAR ATATT..GTG TGGATAATLCA CTATG. .TTT
mouse GTCCHAGATA AHCCAGTTAR ATATT..[ETA TGGATAATEA CT..GTATTT

CE-1a (Cdx-2) TATA Pdx-1,,
humsn TACAAECTCA GTTGTAGTTA T TAAGG GTTCCACAT

plg TACARCCTCA GTTGTAGTITA T TAAGT ATTCTGCAG

rat TACAGECTTG GCTGTGCTCA T TTAGG ATTCCTTCC
mouse TACAGECTTG GCTGTGCTCAE T TCAGG ATTCCTTCC

Andlisis funcionales del promotor han revelado que esta parte proximal del
promotor de la lactasa tiene una baja actividad en lineas de células intestinales y

gue no tienen actividad en los tipos de células no intestinales. 8283.84.8586

Estudios In vitro proporcionan evidencia que el alelo 13910*T incrementa la
transcripcion del promoter—reporter de ensayos realizados en lineas celulares, &7 88

89 sugiriendo que puede tener actividad enhancer In vivo.

Hace poco tiempo se logré co-purificar in vitro la proteina Oct-1 ligada al contexto
del C/T, pudo demostrarse por ensayos de transfeccion que la unién de Oct-1 a la
variante 13910*T, aumenta la transcripcion del gen LCT mas que la variante nativa

G, proporcionando un posible mecanismo para el up-regulacion de LCT,’®
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sugiriendo que la causa de persistencia de la lactasa ha sido identificada. ®° No
obstante Oct-1 no explica el aumento de la transcripcion con el polimorfismo G/A
13915 lo que indica que la proteina de union que funciona como elemento en trans

aun sigue sin identificarse. 121

3. DEFICIENCIAS DE LACTASA

3.1 Terminologia y clasificacion de las deficiencias de lactasa
Desde el punto de vista genético hay dos tipos de deficiencia de lactasa: primaria

y secundaria.

3.2. Deficiencia Primaria de Lactasa

La deficiencia primaria puede ser congénita o puede aparecer después de la

infancia 6 en la vida adulta.

3.2.1. Deficiencia de Lactasa Congénita (DCL)

Es una forma de deficiencia primaria de lactasa, una situacion originada por una
ausencia casi total de actividad de lactasa en la mucosa intestinal, aunque sean
normales las demas enzimas intestinales y exista normalidad morfologica de la
mucosa. La DCL es heredada como un rasgo autosémico recesivo, pero no se
conocen con exactitud los mecanismos moleculares. Es un error metabdlico raro
gue prevalece en la poblacion Finlandesa, con una incidencia estimada de 1 en
60,000 recién nacidos en Finlandia y hasta el momento se han encontrado 46
pacientes mientras que en otras partes del mundo se han reportado sélo 18
casos. Se considera como parte de la herencia finlandesa de enfermedad,
enriquecida en la poblacion finlandesa debido el efecto fundador y a la deriva

genética. Casos individuales de DCL se han reportado fuera de Finlandia. Se
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detecta por la aparicion de los sintomas tan pronto como el recién nacido es
alimentado con leche conteniendo lactosa. Fue descrita por Holzel desde 1959,
se manifiesta desde el nacimiento y constituye la verdadera deficiencia de
lactasa. El diagnéstico se hace determinando la actividad enzimatica en la
biopsia, la actividad de lactasa en las biopsias de yeyuno se observan en el rango
de 0 a 10 U/g proteina y el tratamiento consiste en retirar la leche de la dieta, los

nifios se recuperan, con crecimiento y desarrollo normales.

3.2.2. Hipolactasia Primaria Tipo Adulto

La hipolactasia tipo adulto fue reportada por grupos italianos y suecos en 1963.
Constituye el trastorno genético mas frecuente en la especie humana, con fenotipo
ancestral, afectando a mas del 50% de la poblacion mundial. Se caracteriza por
una pérdida de la capacidad de digerir la lactosa antes de la adultez o antes de la
vida adulta, resultando la Hipolactasia de tipo adulto. La disminucion de lactasa
intestinal puede aparecer entre los dos y los cinco afios de edad, avanza
progresivamente y no se recupera en edades posteriores. La reduccion es
irreversible por estar programada genéticamente a través de un mecanismo
autosémico recesivo, rasgo que lleva a la baja regulacion de la actividad de la
lactasa en la mucosa intestinal.%1:9293 Este tipo se encuentra en varias culturas
asiaticas y africanas donde el consumo de productos lacteos industrializados y
comerciales es poco comun. La hipolactasia tipo adulto causa la maldigestion

primaria de lactosa.

3.2.2.1 Mecanismos que son la base de la Hipolactasia Primaria Tipo Adulto
Estudios realizados con sujetos de diferentes partes del mundo, confirmaron que
la deficiencia de lactasa de tipo adulto es una caracteristica racial y los estudios en

familias mostraron que es un caracter genético que se transmite de forma

autosdémica recesiva.
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Uno de los estudios mas importantes en el desarrollo del conocimiento genético
sobre la hipolactasia de tipo adulto, pertenece a un equipo de investigadores
finlandeses: Enattah et al.l° Ellos realizaron estudios de ligamiento utilizando
varios marcadores microsatélites localizados en la vecindad del gen LCT en
familias finlandesas. Los analisis de los marcadores microsatélites sugirieron que
esta region contenia una mutacion causal. Utilizando el desequilibrio de ligamiento
y el andlisis de haplotipo de los marcadores estrechamente ligados, la region mas
probable fue localizada en el exterior del gen LCT. El equipo encontré una
asociacion completa entre la no persistencia de la lactasa, verificada
bioguimicamente, en unas familias finlandesas y los polimorfismos C/T-13910 y
G/A-22018, situados a 14 kb y 22 kb, respectivamente, corriente arriba al promotor
del gen LCT ubicados en segmentos intronicos del gen MCM6 que codifica para
una proteina del ciclo celular. El polimorfismo C/T-13910 es el mas fuertemente
asociado con los rasgos persistente y NO persistente, de tal forma que el 100% de
las personas con la variante C homocigoética presentan hipolactasia y un poco mas
del 95% de las personas con la variante T homocigoética son lactasa-persistentes,

esto en las poblaciones del norte de Europa y las derivadas de esta. (Figura 7).

El gen de la lactasa (LCT) se consider6 un gen candidato evidente para la
Hipolactasia®*, por lo que Wang et al.®> se propusieron investigar si esas
supuestas variantes genéticas (C/T-13910 y G/A-22018) actuaban en cis- o bien si
se debian a factores trans- activadores, por lo que estudiaron polimorfismos intra-
génicos y vieron que habia una correlacion con los niveles de expresion del gen, lo
gue significa que el polimorfismo responsable de persistencia/no persistencia se
encontraba en cis- .
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Figura 7: Ubicacion de las Variantes asociadas a HPTA: SNPs C/T-13910 y G/A -22018 corriente arriba del gen LCT
en MCM6 (Tomado de la referencia 19).
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La Hipolactasia tipo adulto, esta asociada a la disminucion de la actividad de la
lactasa intestinal, ésta se encuentra genéticamente determinada, por un gen
localizado en el cromosoma 2 que codifica para la pérdida de su expresion y que
es autosdmico recesivo %, mientras que su persistencia es establecida por un gen
autosémico dominante.®’” Una serie de complejos mecanismos que intervienen en
el procesamiento, la externalizaciéon y la activacion enzimatica de la lactasa, hacen

gue se presente la Hipolactasia tipo adulto.
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3.2.2.2 Caracteristicas clinicas

Los bajos niveles de la enzima  pueden ocasionar maldigestion de lactosa,
dependiendo de la cantidad de ésta y del propio nivel enzimatico; la maldigestion
puede provocar manifestaciones desagradables tales como diarrea, flatulencia y
dolor, en cuyo caso el individuo es intolerante. La intolerancia genera aversion a
la leche con lo cual el individuo, al no consumirla, se priva de la leche, alimento
rico en proteinas de alto valor bioldégico, fuente de nutrientes energéticos,
vitaminas y minerales, entre ellos el calcio. Una baja actividad de la lactasa
provoca a menudo sintomas como la diarrea, el dolor abdominal o flatulencia,
después del consumo de grandes cantidades de leche fresca o de otros productos
lacteos. Esto ocurre porque la lactosa no es hidrolizada eficientemente en el
intestino delgado y como consecuencia, llega al ileon distal y al colon, donde la
lactosa es fermentada por las bacterias. Los productos de fermentacion provocan
los sintomas de intolerancia a la lactosa, causando trastornos metabdlicos,

limitando, asi, el consumo de la leche y otros productos derivados de la leche 56

3.2.2.3. Métodos de Diagndstico

La HPTA por si sola no produce molestias en los sujetos hipolactasicos, sélo
después de la ingestion de alimentos que contengan lactosa se padecen los
sintomas, que van desde meteorismo, flatulencia, dolores abdominales, sensacion
de plenitud y coélicos, hasta diarrea. 8 Existe una considerable variacion de la
manifestacion de los sintomas, lo cual depende de la carga lactea ingerida y la

sensibilidad individual a los trastornos intestinales.

Existen dos tipos de métodos para el diagnéstico de HPTA: el método directo y los

métodos indirectos 99 100. 101,
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3.2.2.3.1. Método Directo

El diagndstico directo de la HPTA se basa en la medicion de la actividad de la LPH
en biopsias intestinales por medio de la medicién de galactosa o glucosa liberada
después de la hidrélisis de la lactosa, por acciéon de la enzima *°. El diagnéstico
positivo de Hipolactasia es sugerido cuando la actividad de la lactasa es <10 Ul /

gy larelacion lactasa/sacarasa sea <0,3 con una histologia normal. 22

Desde su publicacion, el método descrito ha sido el estandar de oro, pues mide los
productos directos de la actividad de la lactasa sobre el sustrato. Sin embargo,
este analisis resulta ser muy invasivo por lo que no se realiza frecuentemente. Por
otra parte, esta prueba no refleja el estado fisiol6gico general del individuo en la
medida en que su resultado determina la actividad enzimética en un punto
determinado del intestino, a pesar de que la enzima se encuentre en una gran

superficie de la mucosa intestinal.

3.2.2.3.2. Métodos Indirectos

El diagnéstico indirecto esta basado en pruebas con las que se puede evaluar la
capacidad del individuo para digerir lactosa y que en cierta proporcion se relaciona
con la actividad enzimatica. Dentro de estas pruebas se encuentran: La medicion
del incremento del Hidrégeno eliminado en el aliento y Prueba de Tolerancia a la

lactosa.

3.2.2.3.2.1. Prueba de Tolerancia a la lactosa (LTT)

Se basa en las mediciones del aumento de los niveles de glucosa en sangre tras
una carga oral de lactosa. Dado que la lactasa hidroliza la lactosa produciendo

galactosa y glucosa, y esta ultima es absorbida por el intestino y llevada a la

sangre la medicion del aumento de la glucosa en sangre refleja la actividad de la
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enzima 192, La Hipolactasia se diagnostica si la concentracion de glucosa en
sangre aumenta 20 mg/100 por encima del nivel basal, en cualquier medicion
durante 2 horas, después de la administracion de la lactosa. 193 Se trata de un
examen que mide la capacidad de los intestinos para digerir la lactosa y se utiliza

para diagnosticar una deficiencia de lactasa intestinal.

3.2.2.3.2.2. La prueba del Hidrégeno en el aliento (BHT)

La medicion del incremento del Hidrégeno eliminado en el aliento, con respecto a
un nivel basal, permite evaluar indirectamente la funciéon de la Lactasa después
del consumo de una carga de lactosa.'%* La determinacion del hidrégeno espirado
se hace por cromatografia de gases, después de una dosis oral de lactosa. Un
aumento en la concentracion del hidrogeno de > 20 ppm o > 0,3 ml / min se
interpreta como un diagndstico positivo de Hipolactasia. 1°° Los métodos
indirectos también son engorrosos e inconvenientes, porque someten a los
pacientes a diferentes dosis de lactosa produciendo en ellos, los sintomas antes

descritos.106

3.3 Deficiencia de Lactasa secundaria

Es aquella en la que la actividad de la enzima lactasa se ve afectada junto a otras
disacaridasas de las células epiteliales del intestino. Este tipo de deficiencia de
lactasa es adquirida y suele ser debida a un decremento reversible de la actividad
de la enzima asociado con problemas gastrointestinales, como pequefnas
resecciones intestinales, gastrectomias, enfermedad inflamatoria Intestinal,
gastroenteritis aguda, desnutricion, sindrome de malabsorcion, colitis ulcerosa,
desnutricién, enteritis aguda, enfermedad celiaca no tratada, infecciones
parasitarias como giardiasis y ascariasis, sindrome de Inmunodeficiencia, fibrosis

quistica, enfermedades agudas o crénicas que lesionan el intestino. 07
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También la deficiencia grave de proteinas y medicamentos orales, como la
neomicina, y la colchicina o la exposicion a rayos gamma pueden dar lugar a la
lesién de la mucosa intestinal y conducir a deficiencia secundaria de las enzimas

intestinales.®

4. POLIMORFISMOS DE UN UNICO NUCLEOTIDO (SNP)

A la variacién entre individuos en una localizacion puntual del genoma, debido al
cambio de un solo nucleétido en el contexto de una secuencia genética se le
denomina polimorfismo de un solo nucleétido o SNP («Single Nucleotide
Polymorphisms). Los SNPs son marcadores bialélicos cuya variabilidad
interindividual surge por el cambio (sustitucion, insercion o deleccién) de un Unico
nucledtido en el genoma humano, adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina
(G), es decir, solo existen dos alelos posibles para cada locus, determinado por la

presencia de una base u otra en esa posicion.

Se distribuyen de manera heterogénea por todo el genoma, representan la
variante mas frecuente del ADN y se encuentran en una localizacion genética
especifica del material genético, como exones, el cual codificard una cadena
polipeptidica con caracteristicas diferentes a la cadena original y a su vez,
presentara un posible cambio en el fenotipo; también puede formar parte de la
region no codificante del gen como podria ser un intrén, una regién promotora o un
espacio intergénico pero cuya presencia puede asociarse con una caracteristica
especifica; asi como en las zonas del genoma en donde no registran genes

conocidos. 108

Los SNPs se consideran la principal fuente genética de la variabilidad fenotipica

gue distingue a individuos dentro de una especie dada.
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Para ser considerado un SNP debe implicar la alteracion de un nucleétido
determinado dentro de una region especifica a nivel poblacional mayor al 1 %. Se
ha estimado la existencia de 1,4 millones de SNP a lo largo del genoma humanao,
lo que representa un SNP cada 1.000 pares de bases (pb). EI SNP Consortium ha

creado una base de datos que contiene alrededor de 1,8 millones de SNPs. 109

Los SNPs constituye la fuente mas comun de variacidn genética y representan la
clase mas abundante de polimorfismos humanos, ademas proporciona una valiosa
informacién acerca de la historia evolutiva de las poblaciones humanas. La forma
a través de la cual los investigadores se apoyan en los SNP para establecer
relaciones filogenéticas en comun esta ligada a demostrar que las mutaciones
pasadas han sido acumuladas a lo largo de la historia evolutiva de las especies y
podrian conformar un rasgo unico. El grado de variacion entre regiones gque sirven
como marcadores y que estan delimitadas por SNP especificos permite su uso
como reloj evolutivo. Con base en estas aseveraciones, se han construido mapas
de identificacion de SNP. Las caracteristicas de historia evolutiva humana se
pueden obtener usando estos mapas, los cuales caracterizan la diversidad del
haplotipo (combinacién especifica de 2 o0 mas SNP) a través del genoma. 110 El
conocimiento de los SNP es de gran ayuda ya que a través de los mismos se
puede obtener informacion de las migraciones llevadas a cabo por poblaciones
humanas hasta constituir las diferentes poblaciones actuales. Las migraciones han
jugado un papel muy importante en la evolucién del Homo sapiens, debido a éstas

se han generado los diversos fenotipos presentes en los grupos humanos.!*!

4.1. Analisis descriptivo de un polimorfismo tipo SNP

Una poblacion genética, se define como un grupo de individuos que comparten un
mismo grupo de genes. En consecuencia, entre dichos individuos existen

relaciones genéticas que confieren a la poblacion caracteristicas propias que la

hacen diferente a otra u otras poblaciones. Para poder explorar los proceso

43



evolutivos que forman la variacion genética debemos describir la estructura
genética de una poblacion, y la manera habitual de efectuarla es enumerando los
diferentes tipos de alelos, las frecuencias alélicas y las genotipicas de una
poblacion. En el caso de las poblaciones grandes, en las cuales no es practico
determinar los genes de todos los individuos, suele tomarse una muestra de
individuos provenientes de las poblaciones, calculando las frecuencias genotipicas
y alélicas para la muestra, utilizandola para representar el conjunto génico de la

poblacién.

En una poblacion con reproduccion sexual los genotipos son sélo ensambles
transitorios de alelos, es decir los genotipos se desintegran cuando los alelos
individuales se transfieren a las siguientes generaciones a través de los gametos,
por tanto son los alelos y no los genotipos los que tiene continuidad real de una

generacion a otra. 109

La descripcion estadistica de un polimorfismo consiste, en primer lugar, en estimar
la prevalencia en la poblacion de cada alelo y de cada genotipo posible, o que en
nomenclatura genética se denomina estimar las frecuencias alélicas y genotipicas,
respectivamente. Las frecuencias genotipicas, por tanto, se estiman directamente
calculando la proporcion de individuos con cada genotipo. Para estimar las
frecuencias alélicas simplemente se duplica la muestra tomando como unidad de
observacién el cromosoma (cada individuo contribuye con 2 cromosomas) y se

calcula la proporcién de cada alelo.1?

4.1.1. Haplotipos

Se define como haplotipo, la combinacion de alelos en un cromosoma. En el
genoma se pueden encontrar bloques de SNPs que conforman haplotipos

conservados. El tamafio de estos bloques esta definido por condiciones

especificas. Grupos de SNPs en el mismo cromosoma son heredados en bloques
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llamados haplotype blocks, de varios kb de largo. Cerca del 65% al 85% del
genoma humano esta organizado en bloques de haplotipos. Cada blogue tiene
tres 0 cuatro versiones que abarcan la mayoria de la diversidad genética de la

poblacion mundial.

Dada la alta variabilidad alélica en el genoma humano, la probabilidad de que dos
individuos no relacionados presenten un mismo haplotipo, es practicamente nula.
Es por esto que el estudio de haplotipos se ha convertido en una herramienta util
en la determinacion de relacion génica entre individuos, y por lo tanto en el estudio
del origen de mutaciones causantes de diversos padecimientos. Los estudios han
dado cuenta que los SNPs se heredan en grupos que se encuentran
estrechamente relacionados en el ADN, en contraste con la tesis sostenida hasta
el momento, en la que se planteaba la segregacion al azar debido a la
recombinacion genética. A este grupo de SNPs que se heredan en bloque, es a lo

gue se denominado haplotipos.

4.1.2. Desequilibrio de Ligamiento

El desequilibrio por ligamiento (LD) describe la tendencia de dos alelos de ser
heredados en conjunto mas frecuentemente que lo esperado por segregacion
independiente. EI mapeo por LD es una buena aproximacion para la deteccion de
genes involucrados en enfermedades, especialmente enfermedades complejas.
Refleja la historia de las poblaciones y la distancia entre los marcadores genéticos,
tamafio de la poblacion analizada y densidad de los polimorfismos. Factores que
afectan el desequilibrio por ligamiento: recombinacién, mutaciones recurrentes,

seleccién natural, historia demogréfica.
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4.1.3. Ley de Hardy — Weinberg

El objetivo principal de la genética poblacional es comprender los procesos que
forman el conjunto génico de una poblacion. Primero se debe comprender los
efectos que tienen la reproduccion y la herencia Mendeliana sobre las frecuencias
genotipicas y alélicas, ademas de la influencia de la segregacion independiente de
alelos en la formacion de gametos y la combinacién al azar de los alelos en las
células sexuales durante la fertilizacion, sobre el conjunto génico de un individuo.
La respuesta a estas inquietudes se encuentra en la ley de Hardy Weinberg. Esta
ley fue formulada en forma independiente y en el mismo afio, por el matematico
inglés George H. Hardy y el fisico aleman Wilhem Weinberg en 1908, representa
un modelo matematico que evalla los procesos que causan cambios en
frecuencias alélicas y genotipicas en poblaciones, basado en la herencia

Mendeliana. 113

El Principio de Hardy-Weinberg (PHW) (también equilibro de Hardy-Weinberg o ley
de Hardy-Weinberg) determina qué frecuencias deben observarse en la poblacion
para cada genotipo en funcion de las frecuencias de los alelos, establece que la
composicion genética de una poblacion permanece en equilibrio mientras no actue
fendmenos distorsionadores, como la seleccion natural o la aparicidon de nuevas
mutaciones. Esta ley afirma que, bajo ciertas condiciones, tras una generacion de
apareamiento al azar, las frecuencias alélicas y de los genotipos de un locus
individual permanecen constantes. El propio mecanismo de herencia mendeliana
preserva la variacion genética presente en una poblacion. También especifica que
esas frecuencias de equilibrio se pueden representar como una funcién sencilla de
las frecuencias alélicas en ese locus. En el caso més sencillo, de un locus con dos
alelos Ay a, con frecuencias alélicas de p y q respectivamente, el principio de HW
predice que la frecuencia genotipica para el homocigoto dominante AA es p2, la
del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto recesivo aa, es g2. 14 Cuando los
genotipos estan en la proporciéon esperada de p? (AA) 2pg (Aa) y g2 (aa), se dice
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gue la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg. Por tanto la ley
Hardy Weinberg describe el modo en que la reproduccion y los principios

mendelianos afectan las frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacion. 15

Los Supuestos de la ley de Hardy Weinberg son:

Supuesto 1° La ley de Hardy Weinberg requiere que una poblacion tenga un
tamafo infinitamente grande, pero este requisito es, por cierto, poco realista. En
la practica muchas poblaciones grandes caben en la proporcion y las desviaciones

importantes solo surgen cuando el tamafio de la poblacion es mas bien pequefio.

Supuesto 2°. Asuncion de la ley Hardy Weinberg es que los individuos en la
poblacién se apareen al azar, lo que significa que cada genotipo se aparee en

proporcion a su frecuencia.

Supuesto 3% Las frecuencias alélicas de la poblacion no son afectadas por la
seleccion natural, la migracion o la mutacion. Si bien en toda poblacion aparecen
mutaciones, su tasa es tan baja que tiene poco efecto en las predicciones de la
Ley. 116

Cualquier poblacion que se encuentre uniformemente distribuida, que presente
datos de renovacion y extincion minimas o nulas, con un nimero constante de
individuos de cada sexo, tiende a mantenerse constante en el tiempo. Esta ley
denota la gran variabilidad de las poblaciones naturales ya que pocas veces se

mantendra dichas condiciones.

Una poblacion no puede evolucionar si cumple los supuestos de Hardy Weinberg,
puesto que la evolucion consiste en cambio en la frecuencia alélica de una
poblacion. Sin embargo, la reproduccion sola no produce evolucion requiere de

otros procesos como seleccién natural, mutacion, migracion o azar para que las

a7



poblaciones evolucionen. EIl hecho de que los genotipos estén en proporciones
Hardy Weinberg significa que estas fuerzas de seleccion natural, no han actuado

desde que tuvo lugar el Gltimo apareamiento aleatorio. 17

La ley de Hardy Weinberg contiene tres principios fundamentales:

a. En una poblacion las frecuencias alélicas en un locus autosémico no cambian
de una generacion a la siguiente.

b. Las frecuencias genotipicas de la poblacion estan determinadas de una
manera predecible por las frecuencias génicas.

c. El equilibrio es neutro, es decir, si se perturba la poblacion el equilibrio se
restablecera en una sola generaciéon de apareamiento al azar, pero con las

nuevas frecuencias alélicas y si todos los restantes requisitos se mantienen.

Como las poblaciones naturales dificilmente se encuentran en equilibrio estricto,
hay que determinar si las desviaciones observadas en la muestra pueden
atribuirse simplemente al azar o si por el contrario, son tan grandes que permiten
afirmar la existencia de algin proceso que este desviando la poblacion de la

situacion del equilibrio ( mutacion, seleccion, migracion, deriva génica, etc.).

5. GENETICA DE LA HIPOLACTASIA PRIMARIA TIPO ADULTO

5.1. Prevalencia de la Hipolactasia Primaria Tipo Adulto (HPTA)

Los estudios de frecuencia y distribucion de los fenotipos Persistencia/No
persistencia de la Lactasa, realizados en muchos paises, en variadas regiones
geograficas y en diversos grupos étnicos, han permitido establecer lo siguiente:

a). Aproximadamente dos terceras partes de la humanidad son Hipolactasicos

(no persistentes) mientras la otra tercera parte es persistente. b). El mapa de la
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distribucion mundial sefiala que los adultos Europeos del Norte y sus
descendientes en U.S.A. y Australia son mayoritariamente (> 70 %)
persistentes!'®, al igual que ciertos grupos pastoriles del Norte y del Este
Africano!!®. ¢). En los alrededores del Mediterraneo, Medio Oriente y la region
Centro-Sur de Asia la frecuencia de adultos persistentes es intermedia (30-70%).
d). En aborigenes nativos de América y de Oceania y en las poblaciones del
Africa sub-Sahara, Lejano Oriente y Sureste Asiatico prevalece la Hipolactasia.
e). Desde el punto de vista étnico hay consenso al sefialar que los caucasicos y
sus descendientes son persistentes, mientras que los negros, los indios
americanos y los aborigenes australianos son Hipolactasicos. f). En Colombia, los
estudios de Angel et al 2> muestran una prevalencia de Hipolactasia del 60%
(Tabla 1). g). Diversas teorias intentan explicar la aparicion del fenotipo Lactasa
persistencia (LP); basicamente se plantea que es una respuesta evolutiva frente a
la necesidad del consumo de leche por parte de grupos étnicos pastoriles

ancestrales; los persistentes de hoy serian descendientes de aquellos.?°

La distribucion de los fenotipos de lactasa entre paises, razas y poblaciones
humanas es altamente variable.! Los SNPs han sido estudiados en: Norte de
Africal?! 122 Finlandia??, Brazil, Europal®®, Portugal, Republica Democratica de
Santo Tomé y Principe, Mozambique, Camerin!®®, Alemania, Viena,'?3 Chinal?*y

recientemente en Chile.12°
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Tablal Prevalencia de lactasa persistencia y no persistencia a nivel mundial (Tomado de

la referencia 1°7)

Poblacion Fenotipo Frecuencia

Adultos Europeos del Norte y sus descendientes en U.S.A. y | Lactasa Persistentes >70 %
Australia
Grupos pastoriles del Norte y del Este Africano Lactasa Persistentes >70 %
En los alrededores del Mediterraneo, Medio Oriente y la
region Centro-Sur de Asia Lactasa Persistentes 30-70%
Aborigenes nativos de America y de Oceania y en las | Lactasa No Persistentes Mayor
poblaciones del Africa sub-Sahara, Lejano Oriente y Sureste | 6 Hipolactasia prevalencia
Asiatico
Caucasicos y sus descendientes Lactasa Persistentes >70 %
Negros, indios americanos y aborigenes australianos Lactasa No Persistentes >60 %

0 Hipolactasia
En Colombia ( Angel et al) Lactasa No Persistentes 60%

0 Hipolactasia

Por otra parte, diversas publicaciones han mostrado importantes variaciones
étnicas y geograficas en las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos C/T-13910 y G/A-22018 asociados con Lactasa persistencia/
Lactasa no persistencia. Enattah et al 2002 22, estudi6 una cohorte de 196
individuos no relacionados de origen Finlandés, de los cuales 59 fueron Lactasa
no persistentes, informando una correlacién del 100% entre el fenotipo Lactasa no
persistencia con la presencia de alelo C del SNP C/T-13910; todos presentaron el

genotipo homocigotico CC (100%), el genotipo CT y el TT estaban ausentes.

Los datos reportados por Enattah et al del 2007, muestran una alta correlacion
entre el alelo *T-13910, *A-22018 y el fenotipo lactasa persistencia en paises
Europeos y tiene una correlacién firme con la persistencia de lactase publicada a

nivel mundial.
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5.2. Hipolactasia Primaria Tipo Adulto—Condicion genéticamente determinada

En este declive se han implicado diferentes alteraciones en las vias moleculares
de la produccién de LPH: una reduccién del acido ribonucleico mensajero (ARNm)
responsable de la sintesis de la LPH (LPH-ARNmM), o bien, en la sintesis de
proteina precursora de la LPH (alteracion en la transcripcion), un enlentecimiento
en la produccion de LPH (alteracion en la traduccién) y una disminucion del

numero de enterocitos fabricantes (alteracion en la maduracion) (Figura 8).

En muestras de mucosa intestinal estudiadas, la LPH-ARNmM se correlaciona con
los valores de actividad de lactasa; no obstante, en un cierto nimero de sujetos se
han evidenciado valores elevados de LPH-ARNmM y valores bajos de actividad.
Muestras tomadas de un mismo intestino y de una misma vellosidad pueden
diferenciarse en los valores de lactasa y de LPH-ARNmM. Estas heterogeneidades
se han observado segun el grupo étnico estudiado, lo que podria conllevar la

teoria de que en un grupo se ve afectada la transcripcidén y en otros la traduccién o

. ., 126
incluso la maduracién .

Figura 8: Déficit de LPH. Secuencias que pueden estar implicadas en la HPTA (Tomado de la
referencia 125)
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C/T-13910
G/A-22018
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5.3. Identificacion de Polimorfismos tipo SNP asociados con la HPTA

Los fenotipos Lactasa persistencia y No persistente de lactasase encuentran
fuertemente asociados con dos polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs): G/A(-
22018) y C/T(-13910). EI polimorfismo C/T(-13910) es el mas fuertemente
asociado con los rasgos lactasa persistencia y lactasa no persistente, de tal forma
que el 100% de las personas con la variante C homocigética presentan
hipolactasia y un poco mas del 95% de las personas con la variante T
homocigética son lactasa-persistentes, esto en las poblaciones del norte de
Europa y las derivadas de esta '°. La variante C es la ancestral, acorde con el
hecho que en los mamiferos se pierde la actividad lactasa luego del destete, y se
calcula que hace aproximadamente 8.000 afios surgid la variante T en las
poblaciones del norte de Europa.

5.4. Técnicas moleculares para la identificacion de polimorfismos tipo SNPs por
PCR/RFLP

Una forma de identificar los alelos, por individuo, de cada uno de los polimorfismos
C/T -13910 y G/A -22018 es por medio de técnicas de biologia molecular como la
PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa) para obtener miles de copias del
fragmento de ADN que contiene la secuencia dentro de la cual se encuentra el
SNP y digestion de los productos de amplificacion de la PCR, con endonucleasas
para discriminar entre los alelos.'?” Los fragmentos de restriccion obtenidos son
visualizados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% con tincion

en bromuro de etidio.
Aquellas muestras que presentan una sola banda de 201 pb *C 6 de 177 pb *T

se interpretan como genotipos homocigoto: CC y TT, respectivamente; mientras

gue las muestras que presentan dos bandas, una de 201 pb *C y otra de 177 pb
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*T, se interpretan como genotipo heterocigoto: CT. Para el SNP G/A -22018, las
muestras que presentaron una sola banda de 271 pb *A o 196 pb *G se
interpretan como genotipos homocigoto: AA y GG, respectivamente; mientras que
las muestras que muestran dos bandas, una de 271 pb *A y otra de 196 pb *G, se

interpretan como genotipo heterocigoto: GA.

5.4.1. PCR

La Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica de biologia
molecular altamente especifica, rapida, sensible y versatil, se fundamenta en la
amplificacion enzimatica de un fragmento de ADN flanqueado por dos secuencias
de oligonucleétidos que hibridan en la cadena complementaria de la molécula
molde que se va a amplificar (cebadores o “primers”) y que son utilizados por una
ADN polimerasa termoresistente para copiar la secuencia de la misma. La PCR
permite la obtencion in vitro de millones de copias de un fragmento de ADN
especifico a partir de una cantidad infima de ADN, mediante una reaccion
enzimatica ciclica con diferentes periodos y temperaturas de incubacion en

presencia de una enzima ADN polimerasa termoestable. 128 129

Las versiones modernas de la PCR utlizan una Taq Polimerasa que es
termoestable, inicialmente extraida de Termus Aquaticus, una bacteria termofila
gue vive en los manantiales de agua caliente del parque Nacional de Yellowstone
(Estados Unidos); como la Taq polimerasa no resulta destruida por las elevadas
temperaturas a las que transcurre la PCR, basta con anadirla una vez, al principio
de la reaccion. La Taq polimerasa se fabrica actualmente con bacterias
modificadas genéticamente. La ADN Polimerasa necesita otros ingredientes para
copiar ADN, los nucleétidos, par de oligonucle6tidos o cebadores formado por
varios nucleétidos de cadena simple cuya secuencia es complementaria a las

regiones que flanquean al segmento de ADN de interés y permiten el inicio de la
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replicacion; el tercero es el ADN molde extraido a partir de la muestra objeto de
analisis, y por ultimo el tampon y las sales necesarias para el Optimo

funcionamiento de la enzima.

La reaccion para multiplicar rapidamente un pequefio fragmento de ADN
especifico, consta, por lo regular, de una treintena de ciclos repetitivos
conformados cada uno de tres fases: desnaturalizacion, hibridacion y extension.
Durante la primera, llamada Desnaturalizacion, la plantilla o fragmento original de
ADN se calienta hasta una temperatura de 90 a 95 °C durante 1 minuto, esto
provoca la ruptura de los puentes de hidrogeno intercatenarios del ADN para la
separacion de las dos cadenas que la componen.

En la segunda llamada Hibridacion, una vez que el ADN esta desnaturalizado se
disminuye la temperatura de la reaccion hasta un rango comprendido entre los 40
y los 60°C durante 1 minuto para que se pueda producir la hibridacién especifica
de los cebadores a las secuencias complementarias flanqueantes del fragmento
gque se desea amplificar. Ambas cadenas originales del ADN sirven
simultaneamente como moldes para sintetizar sus respectivas cadenas
complementarias nuevas. La temperatura a la que se realiza esta etapa, depende
de la temperatura de fusion (Tm) de los cebadores y debe establecerse para cada

reaccion en funcion de la longitud de los cebadores y su secuencia.

Finalmente, en la tercera o Elongacion, la temperatura se eleva hasta 72 °C
durante 1 minuto, ya que es la temperatura a la que la “Taq polimerasa” alcanza
su maxima actividad. A esta temperatura la ADN Polimerasa termorresistente
comienza a extender la longitud de los cebadores, incorporando nucleétidos en el
extremo 3" del cebador utilizado como molde a la cadena de ADN previamente

desnaturalizada (Figura 9).13°
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Figura 9: Esquema de un Ciclo de PCR Convencional. La PCR se integra por ciclos de tres
diferentes periodos de incubacién y temperaturas. Mezcla de reacciéon que contiene la secuencia
de DNA que se quiere amplificar, dos oligonucleédtidos sintéticos (P1 y P2) que serviran como
cebadores, una DNA polimerasa termoestable (Taq) y los cuatro desoxirribonucleétidos trifosfato —
dATP, dGTP, dCTP y dTTP-.

2°) Desnaturalizacién, 5°) Doble cantidad de DNA
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Estos tres pasos se repiten ciclicamente entre 25 y 35 veces, de forma que el
proceso total de la reaccion dura aproximadamente 3 horas. En cada ciclo se
produce un incremento exponencial en el numero de copias, de forma que el
resultado de la reaccion de PCR es la obtencion de una solucion con millones de
copias del segmento de ADN interesado. La PCR se lleva a cabo en un
termociclador, aparato que permite un rapido y preciso calentamiento y
enfriamiento de las muestras y que admite numerosas variaciones de los

programas de reaccion para su ajuste al andlisis interesado. 13!

El uso de esta técnica exige mucho cuidado, principalmente por los riesgos de
contaminacion de la mezcla reactiva, esto indica que es muy sensible, tanto asi
qgque permite multiplicar accidentalmente cantidades minimas de ADN

contaminante, para evitar esto se utilizan procedimientos especiales, tales como
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preparar y analizar las reacciones de PCR en areas separadas de laboratorio
(Areas de pre-PCR, PCR y post PCR), utilizando el equipamiento especifico para
la técnica (particularmente micropipetas), reactivos e insumos autoclavados y

multiples controles en cada reaccion.

5.4.2. RFLP

El método de analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion o
RFLP («Restriction Fragment Length Polymorphism») se basa en la utilizacion de
unas enzimas denominadas enzimas de restriccion o restrictasas que funcionan a
modo de «tijeras moleculares» y cortan el ADN de forma especifica en
determinadas secuencias que han reconocido previamente. Las posibles
diferencias en la secuencia del ADN entre dos individuos hacen que, para cada
marcador, el tamafio de los fragmentos de ADN generados pueda ser distinto. Los
fragmentos de restriccion resultantes pueden separarse en funcion de su tamafio
mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida porque confiere una mayor
resolucion y separacion de fragmentos de ADN con tamafios moleculares
similares. Asi, fragmentos de ADN de diferente tamafio van a migrar de forma
distinta en una electroforesis y lo hacen a una velocidad inversamente
proporcional a su tamafo, de tal manera que los fragmentos mas pequefios
alcanzan posiciones mas adelantadas en el gel que los fragmentos mas grandes.

La electroforesis en gel de poliacrilamida confiere una mayor resolucién y
separacion de fragmentos de DNA con tamafios moleculares similares. Ademas
posee una serie de ventajas tales como ser quimicamente inertes, estables en un
amplio rango de pH, temperatura y fuerza ionica y faciles de generar mediante la
polimerizacion de acrilamida. En la mayoria de los casos, el gel se dispone entre
dos receptaculos independientes y separados que contienen tampon de
electroforesis y los electrodos positivo y negativo, de forma que la conexion

eléctrica entre ambos receptaculos s6lo es posible a través del gel.13?
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5.4.3. Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion es un método de secuenciacion de ADN basado en la
monitorizacion a tiempo real de la sintesis de ADN. La estrategia utilizada consiste
en la deteccion de bioluminiscencia que se produce por la accion de la Luciferasa
al incorporarse los deoxinucledtidos trifosfato (ANTP) a la cadena en extension
(Fig. 1). La incorporacion de un dNTP libera un grupo pirofosfato (Ppi). La ATP
sulfurilasa convierte el PPi en ATP en presencia de ADP. El ATP junto con la
luciferasa cataliza la conversion de luciferina a oxiluciferina y la emision de luz. La
deteccion de la luz emitida permite establecer el nimero y orden de los
nucledtidos incorporados en la reaccion de secuenciacion. Los nucledtidos se
dispensan por separado y en el orden deseado, sabiendo, por tanto, cual se
incorpora en cada momento y posibilitando el establecimiento de correlaciones

entre el pico de luz con el nucleétido que se afiade en cada momento.133

5.4.4. Mini secuenciacion Fluorescente en fase soélida.

La utilidad de este método consiste en la deteccion de cambios en la secuencia de
ADN que suponen la sustitucion de una sola base o pequefias inserciones o
delecciones; aumentando la sensibilidad de la técnica mediante el marcaje
fluorescente, tiene una gran aplicacion para el analisis de polimorfismos tipo
SNP. La técnica comprende dos fases, una de amplificacion y otra de
secuenciacion. La primera de ellas consiste en amplificar el fragmento de ADN
molde con uno de los primers marcado con biotina en su extremo 5'. El producto
asi amplificado se introduce en una matriz soélida que contiene estreptavidina
capaz de producir una reaccién enzimética con la biotina. De esta manera el
producto amplificado queda capturado e inmovilizado y tras la elucion de la hebra
de ADN no marcada y del exceso de primers bajo condiciones alcalinas, queda

disponible el ADN molde para su secuenciacién. En la segunda fase se elige un

57



primer que hibride con el molde justo una base antes de donde se encuentra el
polimorfismo. Se elonga dicho primer en presencia de Taq polimerasa y
nucledtidos marcados con fluorescencia y modificados de tal manera que sélo se
incorpore una uUnica base, la complementaria al polimorfismo. La lectura se realiza
en un secuenciador automatico capaz de diferenciar el tipo de nucleétido

incorporado segun el color de la fluorescencia emitida.

El método permite la identificacion de sustituciones de nucleétidos en muestras de
individuos homo y heterocigotos. Un individuo homocigoto generara un solo tipo
de sefal correspondiente al nucleétido presente mientras que un individuo
heterocigoto producira dos tipos de sefiales correspondientes a los dos
nucleétidos presentes en su ADN. 134

6. COMUNIDAD DE AFRODESCENDIENTES DE LA POBLACION DE SAN
BASILIO DE PALENQUE

6.1. Ubicaciéon geogréfica

San Basilio de Palenque, en el departamento de Bolivar, Colombia, es un
corregimiento adscrito al municipio de Mahates, en el departamento de Bolivar. Se
encuentra ubicado en las faldas de los Montes de Maria, a 47 km de la ciudad de
Cartagena de Indias, y limita con los municipios de Malagana, San Cayetano, San
Pablo y Palenquito. 13> Es un territorio simbélico de las luchas libertarias de los
africanos esclavizados en Colombia, y contexto afro diasporico significativo para el
pais, para Américay el mundo (Figura 10).

6.2. Historia
El Palenque de San Basilio, situado a 47 km de Cartagena, es una comunidad de
descendientes de cimarrones africanos del siglo XVII. Cimarrén era el africano que

huia de sus captores y se escondia en el monte.
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Figura 10: Ubicacion geogréfica de San Basilio de Palenque (Tomado de la referencia 35)
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Cuentan los historiadores que en cuanto llegaban a Cartagena o a otros puertos,
los africanos iniciaban la huida y, muy pronto también la formacion de palenques,
(lugares en los cuales vivian, se protegian) y con el tiempo dieron origen a una
forma de vida en libertad desde el siglo XVI. La historia de estos pueblos rebeldes
sobrevive y se reconstruye en el actual Palenque de San Basilio, el cual fue
conformado por esclavos fugados principalmente de Cartagena de Indias, que
representan una comunidad descendiente de los cimarrones del siglo XVII y
liderado por Domingo Bioho fue el lider mitico cuya fiereza quedé plasmada en los
reportes que los gobernadores de la Provincia de Cartagena enviaban a la
Corona. Desde 1603, la fuga de esclavizados de la ciudad de Cartagena y sus
alrededores fue una amenaza para las autoridades y para la estabilidad politica de
la provincia. Los fugitivos no sélo partian con las herramientas de labranza y las
armas de fuego, sino que fundaban pueblos en las ciénagas inaccesibles de la
region. Desde sus fortalezas descendian al valle del rio Magdalena para asaltar
las embarcaciones que transportaban viveres, oro y todo tipo de mercancias. De
hecho constituyeron una fuerza en rebelion, en defensa de su libertad, pero
también punto de partida para la creacion de una organizacion social de nuevo

tipo.136
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Arrazola (1970), citado por Fals Borda (1976)' escribi6: En la huida de
Cartagena, durante los siglos XVI y XVII, los negros cimarrones tomaron tres
direcciones: hacia el sur por la Costa de Sotavento, por Matuna y Berrugas hasta
San Antero; hacia el centro de la region, para llegar a Arroyohondo, San Miguel y
San Basilio, que se constituyé en palenque principal; y hacia el rio Magdalena
para establecer palenques en Tabacal, San Benito, Metuderé y Rio Grande. A
principios del siglo XVIII ocurrié otro desplazamiento negro desde Antioquia. Hacia
finales del siglo XVII existian tres nucleos de asentamientos palenqueros en la
Provincia de Cartagena de Indias: los del norte de la Sierra del Luruaco, los del sur

en la Serrania de San Lucas y los de los Montes de Maria.

De este modo, el Palenque de San Basilio tiene un importante valor simbodlico en
la historia del poblamiento negro en la region Caribe colombiana, por haber
resistido tanto a la dominacion colonial espafiola como a la amenaza de la propia
existencia a través de los siglos, logrando, finalmente, conservar historia,

memoria, cultura, lengua y saberes. 136

Los palenques albergaban gentes de diversos origenes africanos. El liderazgo
politico, militar y religioso fue una constante en este tipo de sociedades guerreras
organizadas por grupos de edad, es decir, mediante un sistema que propendia por
la reunion de todas las personas segun sus afios y su sexo. Esta forma de
articular a la colectividad era una respuesta tactica a la necesidad de mantener en

pie de guerra partidas de soldados dispuestos a defender el palenque.

El aislamiento les ha permitido mantener la mayoria de las tradiciones culturales
africanas en Colombia (musica, practicas médicas, organizacién social, ritos
funebres, etc) y ain mas, han desarrollado una lengua criolla, mezcla del espariol
con las lenguas africanas originarias, es la lengua palenquera, la Unica lengua

criolla de las Américas que combina una base léxica espafiola con las
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caracteristicas gramaticales de lenguas bantues. Esta lengua constituye un factor
primordial que refuerza la cohesion social entre los miembros de la comunidad.
Debido a sus caracteristicas Unicas en su historia, formacion, cultura y lengua, el
Palenque ha sido declarado por la Unesco como Patrimonio Cultural Inmaterial de
la Humanidad: gracias a la labor de organizaciones y destacados lideres de su
tierra como Dionisio Miranda Tejedor. De los muchos palenques que existian en
épocas anteriores, solo el de San Basilio de Palenque ha sobrevivido hasta hoy,
se considera el primer pueblo libre de América, declarado por la organizacion de
las Naciones Unidas para la educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) como

obra maestra del patrimonio oral e inmaterial de la humanidad.138

6.3 Poblacion

La poblacion afrocolombiana corresponde a las comunidades descendientes de
las personas africanas esclavizadas por los espafioles y las comunidades
cimarronas que conquistaron su libertad, entre 1510 y 1852. En los primeros afios
de la conquista los negros esclavos introducidos por Cartagena procedian de
Guinea y Cabo Verde, pero los enclaves de las costas africanas que proveyeron
de esclavos durante toda la trata se extendian desde las costas de Senegambia
hasta Angola. Entre 1550-1640, cuando la trata estuvo en manos de los
portugueses, las tres cuartas partes de los esclavos fueron sacados de Guineay
de Angola. Para los afios 1705-1748 la mitad de los esclavos fueron
proporcionados por Costa de Oro, Golfo de Benin, Golfo de Biafra y Africa

Central.136

Son africanos por su ancestro genético, étnico, cultural y espiritual, asumiendo la

africanidad como un valor personal y de la sociedad colombiana.
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La poblacion afrocolombiana surgié con la expedicion en 1851 de la Ley de
libertad de los esclavos, que abolié legalmente la esclavitud y la esclavizacion de
personas en Colombia. Los ex esclavos, los cimarrones y sus descendientes
guedaron en el pais como ocupantes de hecho mas no en derecho y con
derechos. Quedaron ocupando el territorio pero ilegales, por haber sido excluidos
del ordenamiento juridico republicano y del Estado de Derecho, e ignorados en las

leyes como sujetos juridicos con derechos étnicos y ciudadanos especiales. 13°

Dentro de la poblacion negra o afrocolombiana se pueden diferenciar cuatro
grupos importantes: los que se ubican en el corredor del pacifico colombiano, los
raizales del Archipiélago de San Andrés Providencia y Santa Catalina, la
comunidad de San Basilio de Palenque y la poblacion que reside en las cabeceras

municipales o en las grandes ciudades. 140

Segun datos del DANE con base en el Censo general 2005 27, el 32% de la
poblacion afrocolombiana, equivalente a 1.380.102 habitantes, habita en los
diferentes departamentos del Caribe. El corregimiento de San Basilio de Palenque
cuenta con un total de 592 viviendas en las que habitan aproximadamente 2.843
personas que conformaban 681 hogares. Segun encuesta del Sisben 2004,
actualizada en Julio de 2007, la poblacion del corregimiento era de 3.762
habitantes. Fundada por esclavizados africanos que se fugaron y se refugiaron
en los palenques de la Costa Norte de Colombia durante el periodo colonial. San
Basilio es el Unico palenque que ha conservado su identidad y sus elementos
culturales propios, siendo testimonio de la riqueza y trascendencia cultural africana

en el territorio colombiano. 4!
En Colombia residen 4.311.757 afrocolombianos que corresponden al 10,62% de

la poblacién del pais.?’ Los que concentran aproximadamente el 50% de la

poblacion afro del pais son: Valle del Cauca, Antioquia y Bolivar.
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6.4. Economia

Gracias a los documentos coloniales se sabe que los palenques de la costa
Caribe, en especial los que estaban situados en los Montes de Maria, como el
Palenque de San Basilio, tuvieron una economia de subsistencia basada en
sementeras de yuca y maiz, y que establecieron contactos con los esclavizados
de las haciendas vecinas, quienes les servian de intermediarios para cambiar
pequefias cantidades de oro extraido de las arenas auriferas de los rios por armas

de fuego.

La principal actividad productiva es la agropecuaria, cerca de 26.000 hectareas
(90%) del territorio, se dedican a la actividad pecuaria. La agricultura ocupa el
segundo lugar con cerca de 2.800 hectareas de cultivo (9.7% del territorio) y
cumple un papel importante en el desarrollo econémico-social de la poblacion. 118

En la poblacion de los negros de San Basilio de Palenque, la leche es un alimento
fundamental que provee de nutrientes esenciales a quienes la consumen,
incluyendo el calcio, ademas por su bajo costo, su consumo es mas generalizado
gue el de carnicos y otros alimentos, de tal manera que excluirla de la dieta sin
haber descartado la presencia o ausencia de Hipolactasia o intolerancia a alguno
de sus componentes, seria privarlos de los beneficios de la leche y sus derivados,

representando un riesgo a largo plazo para la salud de estos individuos.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Identificar las variantes C/T-13910 y G/A-22018 asociadas con Hipolactasia

primaria tipo adulto (HPTA) en caucasicos, en una poblacion afrodescendiente de

San Basilio de Palenque de la Costa Caribe Colombiana

7.2 Objetivos Especificos

= Genotipificar las variantes C/T-13910 y G/A-22018 en una muestra de una

poblacion afrodescendiente de San Basilio de Palenque.

= Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos C/T-

13910y G/A-22018 presentes en la poblacion de estudio.

= Determinar la prevalencia de Hipolactasia Primaria tipo Adulto (HPTA) en la

poblacion en estudio relacionado con las variantes C/T-13910 y G/A-22018.

» Comparar los datos obtenidos de una poblacién afrodescendiente de San
Basilio de Palenque con datos de otras poblaciones.
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8. METODOLOGIA

8.1. Grupo de estudio

Participaron 130 individuos afrodescendientes, no relacionados, con edades
comprendidas entre los 18 y 90 afios, (Media 48+1), de ambos sexos, nativos de
la poblacion de San Basilio de Palenque, en el departamento de Bolivar. A Todos
los participantes se les tomé muestra de sangre por venopuncién, en tubos
vacutainer con anticoagulante EDTA. Cada uno de los participantes firmé el
respectivo consentimiento informado para participar en la investigacion. Este
estudio fue realizado en conformidad con los principios éticos definidos en la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial. El proyecto fue
aprobado por el Comité de ética de la Universidad Libre Seccional Barranquilla y
cumple con las leyes y regulaciones de Colombia para estudios en seres

humanos.

Mediante una encuesta se registraron los siguientes datos: nombre completo,
edad, lugar de nacimiento del participante, lugar de nacimiento de sus padres y
abuelos paternos, identidad racial, datos de filiacion, habitos de consumo lacteo,

reaccion frente a la ingesta lactea.

Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de inclusion: individuos mayores de
18 afos, de ambos sexos, con rasgos fisicos caracteristicos del grupo étnico
afrodescendiente, nativos de San Basilio de Palenque, quienes expresaron su
consentimiento para participar de la investigacion. En todos los casos se confirmé
el origen del individuo mediante los apellidos méas representativos del grupo étnico

estudiado y el lugar de nacimiento.

Criterios de Exclusion: Embarazo, antecedentes de cirugias del tracto

gastrointestinal, rechazo del individuo a participar en el estudio.
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8.2 Seleccion de la muestra

Segun datos suministrados por el DANE con base en el Censo de 2005, el 32% de
la poblacién afrocolombiana, equivalente a 1.380.102 habitantes, residen en los
diferentes departamentos del Caribe. En San Basilio de Palenque, departamento

de Bolivar, habitan aproximadamente 3.762 personas.

El tamafio de la muestra necesaria para la realizacion de este estudio fue

calculado con base en la siguiente formula:

Z*PQN
n:
NE? +Z2PQ

En donde:

n = Tamaio de la muestra

Z = El nivel de confianza o seguridad. Para una seguridad del 95%
Z=196

Zo? = 1.962 (3,8416)

p = proporcién esperada (en este caso 5% = 0.05)

g=1-p (2-0,5=0,5)

N = Tamafio de la poblacion = 3.762

E = Error maximo admisible (precisién deseada para el estudio = 5% (0,05)

n =76.60

n = Tamafo de la muestra requerida para este estudio fue de 76 individuos
afrodescendientes de San Basilio de Palenque, pero por conveniencia y dada una
mayor disponibilidad de individuos, se trabajé con un total de 130.
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Los individuos que participaron en el estudio se seleccionaron de manera
aleatoria, por muestreo aleatorio simple, asignandole un nimero a cada individuo
del universo en estudio que es una poblacion finita (San Basilio de Palenque), y

escogiéndolos por sorteo hasta agotar el tamafio muestral calculado.

8.3. Genotipificacién de los polimorfismos tipo SNP C/T-13910 Y G/A-22018

La identificacién de los polimorfismos C/T -13910 y G/A -22018 se realizo
mediante las técnica de biologia molecular PCR/RFLP (Polymerase Chain
Reaction / Restriction Fragment Length Polymorphism) Ila cual consistid en
analizar el tamafio de los fragmentos de restriccion obtenidos por la digestién con
dos endonuclesas, Hinfl y Hhal, para discriminar entre los alelos 142 143, después
de haber amplificado dos fragmentos de ADN que contienen estos polimorfismos.

8.3.1. Extraccion de ADN: a partir de sangre venosa (300 pul) se hizo la extraccién
y purificacion del ADN gendmico, para lo cual se utilizo el kit: Wizard™ Genomic
DNA Purification Kit (Promega Corporation, USA), siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Se obtienen de 5 a 15 pug de ADN a partir de 300 pl de sangre

periférica.

8.3.2. Amplificacion y Digestion del SNPs C/T -13910:

La region de ADN que contiene el SNP C/T -13910 fue amplificada por PCR ,
utilizando los siguientes Primers propuestos por Enattah,’® siguiendo los

protocolos de Mulcare. 10

1. Primer Forward: 5-GCTGGCAATACAGATAAGATAATGGA-3’ y
2. El Primer Reverse: 5-CTGCTTTGGTTGAAGCGAAGAT-3’
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La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador MJ Research PTC-100
utilizando el siguiente protocolo de amplificacion en un volumen final de 19,5 pL
con 100- 500 ng de ADN: MgCl21,5 mM, dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1,5 U
en un Buffer estandar Tris HCI 1X pH 9.0, y 1 uM por cada Primer, todos los

reactivos se utilizaron de la casa comercial Bioline™

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion
inicial a 95°C por 10 min, seguido de 35 ciclos de amplificacion que comprenden
una etapa de desnaturalizacion a 95°C por 1 min, una etapa de anillamiento a
59°C por 1 min, una etapa de elongacién a 72°C por 1 min, y por ultimo una

extension final a 72°C por 8 min.

Para la PCR-RFLP se digirieron 10 pl del producto de PCR con 0,5 U de la
enzimas de restriccion Hinfl, las muestras se incubaron a 37°C por 16 horas, de

acuerdo con las recomendaciones del fabricante (New England Biolabs, USA™).

Los productos amplificados de la PCR, se detectaron por electroforesis, en un gel
de agarosa al 2%, utilizando Buffer TBE 0.5X. El gel de agarosa fue previamente
tefiido con Bromuro de Etidio (5 pg/mL) y visualizado en un Fotodocumentador UV
Gel Doc XR System de Bio-Rad. La observacién de una banda de 201 pb indicé la

presencia del producto amplificado especifico.

Los productos digeridos se visualizaron en un gel de poliacrilamida al 8% tefiido
con bromuro de etidio. Los parametros de digestion del producto amplificado del
C/T -13910, con la enzima Hinfl, originé dos fragmentos de restriccion, uno de 201
pb y otro de 77 pb cuando esta presente el alelo *T (Heterocigoto CT), pero si esta
presente el alelo *C en lugar de *T, se obtiene un fragmento de restriccion de 201
pb (Homocigoto nativo CC) (Tabla 2).
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8.3.3. Amplificacion y Digestion del SNPs G/A -22018:

La region de ADN que contiene el SNP G/A -22018, se amplific6 por PCR,
siguiendo el protocolo de Coelho et al.1#* utilizando los siguientes Primers:

1. Primer Forward: 5-CTCAGTGATCCTCCCACCTC-3
2. EIl Primer Reverse: 5’-CCCCTACCCTATCAGTAAAGGC-3

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador MJ Research PTC-100
utilizando el siguiente protocolo de amplificacién en un volumen final de 19,5 pL,
con 100- 500 ng de ADN: primer(F) 1 pM y primer(R) 1 uM, MgClz2 1,5 mM,
dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1,5 U en un Buffer estandar Tris HCI 1X pH 9.0,

todos los reactivos se utilizaron de la casa comercial Bioline,™.

Las condiciones de los ciclos de amplificacion para PCR fueron las siguientes:
una etapa de desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min, seguida de 34 ciclos de
amplificacion, cada ciclo comprende una etapa de desnaturalizacion a 94°C por 1
min, una etapa de anillamiento a 62°C por 1 min, una etapa de elongacion a 72°C

por 1 miny una extension final a 72°C por 8 min.

Los productos amplificados de la PCR, se detectaron por electroforesis, en un gel
de agarosa al 2%, utilizando Buffer TBE 0.5X. El gel de agarosa fue previamente
tefiido con Bromuro de Etidio (5 pg/mL) y visualizado en un Fotodocumentador UV
Gel Doc XR System de Bio-Rad. La observacion de una banda de 271 pb indic6 la

presencia del producto amplificado especifico.
Para la PCR-RFLP se digirieron 10 pul del producto de PCR con 0,5 U de la enzima

de restricciobn Hhal, las muestras se incubaron a 37°C por 16 horas, de acuerdo

con las recomendaciones del fabricante (New England Biolabs, USA™).
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Los parametros de digestion del producto amplificado G/A -22018 con la enzima
Hhal, cuando el alelo *G esta presente, originé dos fragmentos, uno de 271 pby
otro de 196 pb (Heterocigoto GA). Cuando esté presente el alelo *A en lugar de
*G, solo se obtiene un fragmento de 271 pb (Homocigoto nativo AA). (Tabla 2)

Tabla 2. Digestion de los productos de PCR para los SNPs C/T-13910 y G/A-22018 con las enzimas de

restriccion Hinf I'y Hhal respectivamente

Autor Marcador Tamafio del | Enzima/sitio de Alelo
producto reconocimiento (Hipolactasia)

Mulcaretal | CIT-13910 201 pb Hinf I T=177 + 24 pb C=201pb
2004 5...GIANTC...3 CT=201+177pb

3...CTNAIG...5
Coelhoetal | GIA -22018 271 pb Hha I A=271 pb G=196 + 75pb
2005 5..GCGIC..3' GA= 271 +196 pb

3...CIGCG...5’

8.3.4. Electroforesis

Para la visualizacién de los productos de la digestion de C/T -13910 y G/A -
22018, se utilizé6 geles de poliacrilamida al 8% (relacion de acrilamida: N,N’-
metilene-bisacrilamida de 29:1) que contenia TBE 0.5X (0.045 M tris-borato,
0.001 M EDTA, pH 8.0) para la separacion efectiva de fragmentos de ADN con
rangos entre 60 y 400 pb. Las muestras se corrieron a 40 voltios y 60 mA durante
6 horas en buffer de corrido TBE 0.5X. Se tifi¢ el gel en una solucién de bromuro
de etidio con una concentracion de 0.5 ug/ml 4% y posteriormente los fragmentos
de restriccion se visualizaron y fotografiaron en un Fotodocumentador Gel Doc XR

System de Bio-Rad.
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El corrido electroforético se realiz6 en una camara de electroforesis horizontal
submarina: SIGMA modelo 237, 240-1, con capacidad para dos geles. El
Marcador de peso molecular utilizado fue el pGEM® DNA Markers (20ng/ul) de
Promega y el buffer de carga (loading buffer) Tipo Ill; descrito por Sambrook &

Russell. 145

8.3.5. Andlisis Estadistico

Se realizo el test del Chi cuadrado para verificar si las frecuencias observadas de
los genotipos guardaban concordancia con las esperadas bajo la hipotesis de
Hardy-Weinberg. El analisis estadistico de hizo con el programa Tools for
Population Genetic Analyses (TFPGA) version 1.3.146

9. RESULTADOS

Los resultados presentados a continuacion se refieren a las muestras de ADN
obtenidas de 130 individuos afrodescendientes de San Basilio de Palenque, las
cuales se genotipificaron para los SNPs C/T-13910 y G/A-22018. Se
determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas de estos polimorfismos
presentes en la poblacion de estudio, utilizando el paquete estadistico Tools for
Population Genetic Analyses (TFPGA) version 1.3.146 Se realizd6 un andlisis

comparativo con los datos obtenidos en otras poblaciones.

9.1. Perfil genotipico de la poblacién de estudio para el SNP C/T-13910

Los patrones de bandas correspondientes a los genotipos del SNP C/T-13910, se
muestran en la Figura 11, aquellas muestras cuyas bandas presentaron un
fragmento de 201 pb, se interpretaron como genotipo CC homocigoto, las de dos
bandas con fragmentos de 201pb y 177pb, se interpretaron como genotipo CT
heterocigoto y no se obtuvieron genotipos homocigotos TT en la poblacién

afrodescendiente en estudio.
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% tefiido con bromuro de etidio, con los productos de la digestion
con Hinf | para C/T-13910. Carril 1, 2 y 6: muestran una sola banda de 201 pb lo que implica ausencia del sitio de
restriccion, genotipo CC, Carril 3,5y 7: muestran bandas de 201 pb y 171 pb que implica la existencia de un cambio
de C por T al estado heterocigético, genotipo CT, Carril 4: marcador de peso molecular de 100 pb pGEM® DNA
Markers (Promega).

Las frecuencias alélicas y genotipicas encontradas para el SNP C/T-13910, en la
poblacién de estudio son mostradas en la Tabla 3. De este modo, los resultados
de la genotipificacion obtenidos para el SNP C/T -13910, en la poblacion de
estudios son los siguientes: de 130 individuos: 117 fueron CC, 13 CT y ninguno
TT. Las frecuencias genotipicas calculadas se muestran en la Tabla 3, de esta
manera, las frecuencias genotipicas observadas son: CC (90%), CT (10%)y TT
(0%). Las frecuencias alélicas para *C y para *T fueron de 0.95 y 0.05
respectivamente. Las frecuencias genotipicas esperadas, por (HWE) fueron: CC
(90%), CT (9.5%), TT (0.3%) (Figura 13a, 13b). El genotipo TT es el menos

frecuente en la poblacion de estudio de acuerdo con lo esperado.

Por medio del software Tools for Population Genetic Analyses (TFPGA) version
1.3 146, se estim6 el equilibrio de Hardy-Weinberg, a partir de estas frecuencias
utilizando el test del Chi-cuadrado de Pearson, x> HW =Y (O-E)?/ E; arrojando un
valor de 0.0961. En la tabla estadisticas de distribucién de X2, vemos que el valor

critico para un 1 grado de libertad y para un nivel de significancia del 0.05 (5%) de
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error (p= 0.05) fue de 3.84, el valor limite para aceptar la hipétesis de que
observados y esperados no difieren, es de 3.84,y como el resultado del valor de
de x? obtenido para C/T-13910 (0.0961) es menor de 3.841, esto indica que se
encuentra dentro de la zona de aceptacion de la prueba, por tanto la poblacion se

encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg con p>0.05.

9.2. Perfil genotipico de la poblacion de estudio para el SNP G/A-22018

Los patrones de bandas correspondientes a los genotipos del SNP G/A-22018, se
muestran en la Figura 12. Aquellas muestras cuyas bandas presentaron un
fragmento de 271 pb, se interpretaron como genotipo AA homocigoto, las de dos
bandas con fragmentos de 271 pb y 196 pb, se interpretaron como genotipo GA

heterocigoto. No se obtuvieron genotipos homocigotos GG.

Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% tefiido con bromuro de etidio, con los productos de la
digestion con Hha | para G/A-22018. Carril 1, 4 y 5: muestra bandas de 271 pb y 196 pb que implica la
existencia de un cambio de G por A al estado heterocigético, genotipo GA, Carril 2: muestra una sola
banda de 271 pb lo que implica ausencia del sitio de restriccion, genotipo AA, Carril 3: marcador de peso
molecular de 100 pb pGEM® DNA Markers (Promega).
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Los resultados de la genatipificacion obtenidos para G/A-22018, en la poblacion de
estudio son los siguientes: de 130 individuos, 55 fueron AA; 75 fueron GA y
ninguno GG. Las frecuencias genotipicas calculadas se muestran en la Tabla 3
Las frecuencias genotipicas observadas fueron: AA (42%), GA (58%) y GG
(0%). Las frecuencias alélicas para *A y para *G fueron analizadas por equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) de 0.71 y 0.29 respectivamente. Las frecuencias
genotipicas esperadas por (HWE) fueron: AA (51%), GA (41%), GG (8%) (Figura
13c,13d). A partir de estas frecuencias, se estimé el equilibrio de Hardy-Weinberg
utilizando el test de x> HW =3 (O-E)?/ E, arrojando un valor de 19.82. En la tabla
estadistica de distribucion de X2, vemos que el valor critico para un 1 grado de
libertad y para un nivel de significancia del 0.05 (5%) de error (p= 0.05) fue de
3.841, el valor limite para aceptar la hipétesis de que observados y esperados no
difieren, es de 3.84, y como el valor de x? obtenido para G/A-22018 (19.82) es
mayor de 3.841, esto indica que no se encuentra dentro de la zona de aceptacion
de la prueba, por lo tanto la poblacion no se encuentra en equilibrio de Hardy-
Weinberg con p<0.05.

Tabla 3. Distribucion de la muestra segun los fenotipos y las frecuencias genotipicas de los SNPs C/T-13910
y G/A-22018 observadas y esperadas en la poblacion de estudio.

POLIMORFISMO FENOTIPO GENOTIPO FRECUENCIAS GENOTIPICAS
(segln Enattah et
al. 2002.) Observada (n=130) Esperada (n=130)

Hipolactasia CcC 117 (0.90) 117.33 (0.90)

C/T -13910 Persistencia CT 13 (0,10) 12.35 (0.095)

Persistencia TT 0 (0.0 0.325 (0.003)
Persistencia AA 55 (0.42) 65,8 (0.51)
G/A -22018 Persistencia GA 75 (0.58) 53.4 (0.41)
Hipolactasia GG 0 (0.0 10.8 (0.08)
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Las Frecuencias Alélicas encontradas en la poblacién de estudio muestran una
mayor prevalencia del alelo *C (95%) vy el alelo *A (71.2%) y una frecuencia muy
baja del alelo *G(28,8) y el alelo *T (5.0%) (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencias Alélicas encontradas (C,T, A,G) en la poblacién de estudio

SNP C/T -13910 FRECUENCIAS ALELICAS
Alelos (n=130)
C 0,9500
T 0,0500

SNP GJ/A -22018 FRECUENCIAS ALELICAS
Alelos (n=130)
A 0,7115
G 0,2885

Las frecuencias de los haplotipos encontrados en la poblacion de estudio se
muestran en la Tabla 5, observandose las siguientes frecuencias: CG (58%), CA
(53%), TG (0%) y TA (5,7%) las cuales se utilizaron para la estimacion de la
asociacion alélica o haplotipica, de este modo, se hallaron las frecuencias

gaméticas observadas y esperadas (Tabla 6).

Tabla 5. Distribucion de los Haplotipos encontrados (CG,CA,TA) en la poblacién de estudio

FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS (n= 130)

HAPLOTIPOS | OBSERVADAS ESPERADAS
CG 75 (0,576) 65,51 (0,503)
CA 59 (0,453) 40,46 (0,311)
TG 0 2,46 (0,018)
TA 13 (0,576) 1,52 (0,011)

TOTAL 130
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Analisis de Resultados

Figura 13. Distribucion de las frecuencias genotipicas observadas y esperadas para los SNPs C/T-13910y
G/A-22018 'y su relacion con los fenotipos reportados por Enathan et al '8, en Finlandeses. a) Frecuencias
genotipicas observadas para el C/T 13910. b) Frecuencias genotipicas esperadas para el C/T 13910. c)
Frecuencias genotipicas observadas para el G/A 22018 . d) Frecuencias genotipicas esperadas para el
G/A22018. Se observa que los genotipos TT 'y AA no se encontraron en la poblacién estudiada. (Datos
tomados de la tabla 3)

MCC mCT MWTT WCC WCT MTT

a) Frecuencias genotipicas observadas C/T 13910 b) Frecuencias genotipicas esperadas C/T 13910

WAA BAG MGG WAA HMAG MGG

¢) Frecuencias genotipicas observadas G/A 22018 d) Frecuencias genotipicas esperadas G/A22018
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9.3. Andlisis del Desequilibrio de Ligamiento

Existen 9 genotipos posibles combinando las dos variantes genéticas C/T-
13910 y G/A-22018 para el gen de la lactasa (LCT), CCAA, CCGA, CCGG,
CTAA, CTGA, CTGG, TTAA, TTGA, TTGG. En los estudios realizados por
Kuokkanen et al 147, se compara el genotipo de pacientes con la actividad de la
enzima a través de material obtenido de biopsia intestinal y se identifican 4
genotipos : CCGG y CCGA asociados con Lactasa no persistencia y CTGA,
TTAA asociados con Lactasa persistencia. En el presente estudio se
identificaron 4 genotipos en la poblacion: CCGA, CCAA, CTAA y CTGA.

Las frecuencias gaméticas CCAA, CCGA, CCGG, CTAA, CTGA, CTGG, TTAA,
TTGA, TTGG se utilizaron para la estimacion de la asociacion alélica. De este

modo se hallaron las frecuencias gaméticas observadas y esperadas (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion de las Frecuencias gaméticas observadas - esperadas y X2 para el andlisis del

desequilibrio de ligamiento

FRECUENCIAS GAMETICAS (n= 130)
GAMETOS X2 =Y (O-ER/E
OBSERVADAS ESPERADAS
CCAA 47 (0,36) 59,4 (0,46) 2,589
CCGA 70 (0,54) 48,16 (0,37) 9,904
CCGG 0 9,76 (0,075) 9,760
CTAA 8 (0,06) 6,253 (0,048) 0,488
CTGA 5 (0,04) 5,07 (0,039) 0,001
CTGG 0 1,03 (0,007) 1,030
TTAA 0 0,164 (0,001) 0,164
TTGA 0 0,133 ((0,001) 0,133
TTGG 0 0,027 (0.0002) 0,027
TOTAL 130 24,096




De acuerdo con los resultados, los gametos hallados con mayor frecuencia
presentes en la poblacién de estudio, fueron: CCGA (0,54) y CCAA (0,36); los
menos frecuentes: CTAA (0,06) y CTGA (0,04), no se encontraron ninguno de
los siguientes gametos CCGG, CTGG, TTAA, TTGA, TTGG (Figura 14a, 14b).

En cuanto a la distribucién del Chi cuadrado (X? de Pearson) para la suma de
las frecuencias gaméticas observadas sobre el total de alelos (130), se
encontré un resultado de 24,1. Teniendo en cuenta lo observado en las tablas
estadisticas de distribucién de probabilidad, vemos que para 1 grado de libertad
y para un nivel de significancia del 0.05 (5%) de error, el valor limite para
aceptar la hipétesis de que observados y esperados no difieren, es de 3.84.
Como el resultado fue de 24,1; este dato indica que no se encuentran dentro de
la zona de aceptacion de la prueba, ya que se presentan frecuencias alélicas
demasiado bajas y presentan una diferencia bastante notoria con la frecuencia
gamética en el valor del desequilibrio de ligamiento. De este modo se concluye
que existe desequilibrio de ligamiento, encontrandose segregacion
independiente de los dos loci C/T y G/A (p>0,05).

Los valores del Chi cuadrado (X2 de Pearson) nos estan indicando que estos
dos SNPs (C/T-13910 y G/A-22018) estan en desequilibrio de ligamiento, por
eso soblo se encontraron dos haplotipos mayoritarios el CG (0,576) y CA (0,453),
en lugar de 4, que seria lo normal de no estar en desequilibrio de ligamiento
(Tabla 5). El hecho de que estén en desequilibrio de ligamiento, hace pensar
gue genotipificar los dos SNPs seria una practica redundante. Con soélo
genotipificar el C/T-13910 estariamos obteniendo la informacion que se

requiere, utilizandolo como un marcador genético de rastreo de Hipolactasia.
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Figura 14. Distribucién de las Frecuencias Gaméticas a) observadas y b) esperadas para el analisis del
desequilibrio de ligamiento. (Datos tomados de la tabla 6)
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9.4. Andlisis Comparativo del perfil genotipico para los SNPs C/T-13910 y G/A-22018
obtenido en la poblacién de estudio con los datos de dos grupos poblacionales de

Colombia.

Se realizé un andlisis comparativo del perfil genético para los polimorfismo, C/T-
13910 y G/A-22018 obtenido en la poblacion de estudio (afrodescendientes)
(Tabla 7) con los obtenidos en muestras procedentes de 2 poblaciones:
Mestizos del Caribe Colombiano 4 (156 muestras) (Tabla 8) e indigenas Wiwa
149 (55 muestras) (tabla 9). Se observa que los tres grupos presentan una alta
prevalencia del genotipo homocigoético CC, de un 90%, 81.4% y 92%,
respectivamente. Los datos de los afrodescendientes son muy similares a los
del grupo de mestizos. Les siguen el genotipo GA, de 58%, 46% y 76%,
respectivamente, Se observo una mayor frecuencia en el grupo de los Wiwa.
La prevalencia encontrada del genotipo AA es del 42% en los
afrodescendientes, 55% en los mestizos y ausencia total en los Wiwa. Sélo se
encontro el genotipo GG en la poblacion Wiwa, con una frecuencia del 23%. En

ninguno de los grupos se encontré el genotipo TT.

Tabla 7 : Frecuencias Genotipicas observadas y esperadas de los polimorfismos C/T-13910 and G/A-
22018 en la poblacion de estudio ( Afrodescendientes de San Basilio de Palenque).

FRECUENCIAS
POLIMORFISMO FENOTIPO GENOTIPO GENOTIPICAS
(399““2%2;3“ etal Observada (n= 130)
Hipolactasia CcC 117 (0.90)
C/T -13910 Persistencia CT 13 (0,10)
Persistencia TT 0
Persistencia AA 55 (0.42)
G/A -22018 Persistencia GA 75 (0.58)
Hipolactasia GG 0
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Tabla 8 : Frecuencias Genotipicas observadas y esperadas de los polimorfismos C/T-13910 and G/A-
22018 en una muestra de una poblacién Mestiza del Caribe Colombiano 148

FRECUENCIAS
POLIMORFISMO FENOTIPO GENOTIPO GENOTIPICAS
(Segun Enattah et al. 2002.) Observada (n= 156)
Hipolactasia CcC 127 (0.814)
C/T -13910 Persistencia CT 29 (0,186)
Persistencia TT 0
Persistencia AA 85 (0.545)
G/A -22018 Persistencia GA 71 (0.455)
Hipolactasia GG 0

Tabla 9 : Frecuencias Genotipicas observadas y esperadas de los polimorfismos C/T-13910 and G/A-
22018 en una muestra de una poblacion Indigena Wiwa 49

FENOTIPO  (Segun FRECUENCIAS

POLIMORFISMO Enattah et al. 2002.) GENOTIPO GENOTIPICAS

Observada (n= 55)

Hipolactasia cC 51 (0.92)

Persistencia CT 4 (0,07)
C/T -13910 Persistencia TT 0
Persistencia AA 0

Persistencia GA 42 (0.76)

G/A -22018 Hipolactasia GG 13 (0.236)

Haciendo un analisis comparativo, de las frecuencias genotipicas para los SNPs
C/T-13910 y G/A-22018 encontradas en el presente estudio, son muy similares
con lo reportado en otras poblaciones colombianas, Mestizos Caribefios'*® e
indigenas Wiwa.'*® En cuanto al polimorfismo C/T-13910 los resultados de
nuestra poblacion de estudio son similares a la frecuencia genotipica del CC y
el CT tanto en el grupo de los mestizos como el de los Wiwa y en los tres
grupos esta ausente el genotipo homocigético TT. Por otro lado en cuanto al
polimorfismo G/A-22018, los resultados de nuestra poblacion de estudio son
muy similares a lo encontrado en el grupo de los mestizos, tanto para el

genotipo AA y el GA, en ambos grupos esta ausente del genotipo homocigotico
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GG,; pero los datos difieren de lo encontrado en el grupo de los Wiwa, quienes
presentan una mayor frecuencia para el genotipo GA (76%); so6lo se encontro el
genotipo homocigético GG en esta poblacion (24%) y esta totalmente ausente
el genotipo AA. (Fig. 15)

Los datos de las frecuencias alélicas y genotipicas para ambos SNPs C/T-
13910 y G/A-22018 encontrados en la poblacién afrodescendientes en estudio,
son muy similares a lo observado en el grupo de mestizos del Caribe
Colombiano, pero presentan diferencia con el grupo de los Wiwa en lo
referentes a las frecuencias genotipicas para el SNP G/A-22018.

Figura 15. Distribucién de las frecuencias genotipicas observadas para los SNPs C/T-13910 y G/A-
22018 en tres grupos poblacionales de Colombia. (Tomado los datos de las Tablas 7,8,9)
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9.5. Andlisis Comparativo del perfil genotipico para los SNPs C/T-13910 y G/A-22018

obtenido en la poblacién de estudio con los datos de Grupos Poblacionales de

diferentes partes del mundo.

Tabla 10. Anélisis Comparativo entre las frecuencias de los genotipos C/T-13910 y G/A-22018 obtenidas

en la poblacién de estudio y los datos de otras poblaciones

NUmero
Total de
Poblacién Fuente individuos cc CT T AA GA GG
No. % No. % No. % [No. % [No. % No. %
Noruega Enattah (2002)" 45 27 (60) 15 (33.3) 3 (067)
USA (N. europeos) | Enattah (2002) 92 7 (761) 33 (35.87) | 52 (56.57)
UK (N. europeos) | Swallow (2003)' 37 2 (541) 15 (40.54) | 20 (54.05)
59 LNP 59 (100) 0 (0.0 0 (00) |0 (000 |6 (10) |53 (90)
Finlandeses Enattah (2002)" 137 LP 0 (0.0 63 (46) 74 (54) 74 (54) |63 (46) |0 (0.0)
Francia (Norte) Enattah (2002)"° 24 7 (2047) |12 (50) 5 (20.83)
Arabia Saudita Imtiaz 2007 1% 430 428 (99.5) |2 (05 0 (0.0
USA (negros) Enattah (2002)"° 96 76 (79.17) |15 (1562) |5 (5.21)
Camertn Mulcare 2004 1% 534 520 (97.4) |22 (4.11) 3 (0.56)
Nigeria Mulcare 2004 150 176 176 (100) [0 (0.0 0 (0.0
Malawi Mulcare 2004 150 263 263 (1000 |0 (0.0 0 (0.0
Senegal Mulcare 2004 15 181 180 (99,4) |1 (0.0) 0 (055
Sudan (Norte) Mulcare 2004 15 129 129 (100) |0 (0.0 0 (0.0
Sudan (Sur) Mulcare 2004 150 120 120 (100) [0 (0.0 0 (0.0
Etiopia Mulcare 2004 150 227 227 (100) [0 (0.0 0 (0.0
Uganda Mulcare 2004 150 40 40  (100) 0 (0.0 0 (0.0
Afrodescendientes | Presente estudio 130 117 (90) 13 (10) 0 (00) |55 (42 75 (58) 0 (0.0
Mendoza, E. 14
Caribe Colombiana (2010) 156 127 (81.4) |29 (18.6) 0 (00) |8 (545) |71 (455) |0 (0.23)
Arevalo, E. 19
Indigena Wiwa (2010) 55 51 (92 |4 (7) 0 (00) |0 (0.0) |42 (76) |13 (2.3)

Nuestros resultados se compararon con los datos obtenidos por Enattah et al

(2002)*° en varias poblaciones, en las cuales se estudié la variante C/T-13910.

Estudiaron una cohorte de 196 individuos no relacionados de origen Finlandés,
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informando una correlacion del 100% entre el fenotipo Lactasa no persistencia
con la presencia de alelo C del SNP C/T-13910 localizado corriente arriba del
gen de la lactasa. El estudio del fenotipo indicé que de los 196 individuos, 59
fueron Lactasa no persistentes y 137 fueron Lactasa persistentes. Los
resultados de la genotipificaciébn obtenidos para C/T-13910 y G/A-22018
mostraron que todos los individuos con fenotipo Lactasa no persistente
presentaron el genotipo homocigético CC (100%); ademas, no presentaron los
genotipos CT y TT. Para el SNP G/A-22018 encontraron, en estos mismos
individuos, las siguientes frecuencias: GG (90%), GA (10%) y ninguno presento
el genotipo AA. Los 137 individuos con fenotipo Lactasa persistencia,
presentaron las siguientes frecuencias para el SNP C/T-13910: ninguno
presentd el genotipo homocigoto CC, el genotipo CT (46%) y con una mayor
frecuencia el genotipo TT (54%). Para el SNP G/A-22018, presentaron AA
(54%), GA (46%) y ninguno presentoé el genotipo homocigotico GG (Tabla 10).

En este mismo estudio, Enattah et al 2002 1°, analizaron otras poblaciones de
Europa, incluyendo 24 individuos no relacionados del Norte de Francia. En la
cohorte francesa encontraron las siguientes frecuencias: CC (29.17%) C/T
(50%) y T/T (21%). Fue incluida una cohorte de 45 noruegos, la cual presento
las siguientes frecuencias: CC (60%), C/T (33.3%) y T/T (0,67%). Incluyeron
92 norte-europeos que habitan en Estado Unidos, los cuales presentaron los
siguientes resultados: CC (5.41%), C/T (40.5%) y T/T (54%). También
incluyeron 96 negros que habitan en Estados Unidos con las siguientes
obsevaciones: CC (79.17%), C/T (15.62%) y T/T (5,21%). Finalmente,
estudiaron 430 individuos de Arabia Saudita, de los cuales 428 fueron CC
(99,5%), solamente 2 individuos presentaron el genotipo C/T (0.5%) y ninguno
presentd el genotipo T/T (Tabla 10).

Al Revisar la literatura se analizaron los resultados de la prevalencia del

polimorfismo C/T-13910 que fueron reportados por Mulcare et al %0, Ellos

trabajaron con diferentes poblaciones de Africa, sumando un total de 1630
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africanos, los cuales genotipificaron para este polimorfismo. La mayoria de ellos
fueron homocigotos para el alelo *C, presentando las siguientes frecuencias:
Camerun 520 (97.4%), Nigeria 176 (100%), Malawi 263 (100%), Senegal 180
(99,4%), Sudan 149 (100%), Etiopia 227 (100%), Uganda 40 (100%) (Figura
16). Se observa una alta prevalencia, casi cerca del 100% del genotipo CC en
la mayoria de estas poblaciones africanas asociadas con el fenotipo Lactasa no

persistencia.

Haciendo un andlisis comparativo de las frecuencias genotipicas del
polimorfismo C/T-13910 encontradas en los afrodescendientes de San Basilio
de Palenque, para el genotipo CC (90%), para el C/T(13%) y para el alelo T/T,
el cual no fue detectado, concluimos que son muy similares a la alta prevalencia
del genotipo homocigoto CC que se encontr6 en diferentes poblaciones
africanas, cuya frecuencia oscila entre 97.4% y 100%. El genotipo C/T solo se
encontr6 en Camerin 22 (4%) y Senegal 1 (0.06%) y, al igual que los
resultados de nuestra poblacion de estudio, no se encontrdé ningun individuo

con el genotipo homocigético TT.
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Figura 16: Mapa politico de Africa: muestra, identificadas por circulos, las 9 regiones de Africa donde se
desarroll6 el estudio de Mulcare et al 2004'% para el analisis del genotipo C/T-13910.
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10. DISCUSION

Para el presente estudio, el resultado de los analisis de las frecuencias alélicas
y genotipicas para el SNP C/T -13910 sobre el gen LCT, segun lo reportado por
Enattah, et al 1° predice que los sujetos genotipificados son mayoritariamente
hipolactasicos por ser portadores del genotipo CC (96%). Sélo un estudio
asociativo que correlacione las variables genotipicas y las fenotipicas podria
comprobarlo. La presencia de equilibrio de Hardy-Weinberg para este SNP,
sugiere que ha sido ampliamente conservado y al parecer, sus frecuencias no
han sido alteradas por fendbmenos de seleccion natural, ofreciendo la posibilidad
de poder utilizarse como marcador de rastreo de Hipolactasia.

Con respecto al SNP G/A-22018, en particular, no se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg, lo que determina que no es un posible marcador de rastreo de
Hipolactasia. De acuerdo con sus frecuencias genotipicas, puede notarse que el
100% de los individuos son portadores del alelo *A dominante A-22018 que
estd ligado a Lactasa persistencia en la poblacion caucéasica del norte de
Europa. Si este alelo realizara la misma funcion en la poblacion de estudio,
todos los individuos también serian Lactasa persistentes, sin embargo este
dato no es coherente con los datos de prevalencia para Lactasa persistencia en

Colombia, los cuales sugieren un 60% en poblacién Caribefia 2°

Estos datos también difieren de la frecuencia del alelo *T dominante del SNP
C/T-13910 indicativo de lactasa persistencia en los Europeos. La accién de la
seleccion natural puede explicar las elevadas frecuencias de persistencia
observadas en poblaciones ndmadas del Norte de Africa y Proximo Oriente y
en poblaciones del Centro y Norte de Europa, donde la ganaderia, la practica
pastoril y el consumo de productos lacteos estan ampliamente distribuidos. El
contraste entre la alta frecuencia del alelo * A-22018 y la baja frecuencia del
alelo * T-13910 en la poblacion de estudio, podria explicarse por las diferencias
en fuerzas evolutivas que actian en cada uno de los SNPs. De hecho, sélo
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C/T-13910 se encontr6 en equilibrio de Hardy Weinberg. 152

El analisis de los posibles haplotipos presentes en la poblacién de estudio,
mostréd que los alelos de los SNP C/T-13910 y G/A-22018 asociados a
Hipolactasia presentan desequilibrio de ligamiento. Dicho desequilibrio,
significaria que, presuntamente, en la poblacion de afrodescendientes, al ser
de tamafo pequefio, la asociacién alélica ocurriria de manera aleatoria debido
a la recombinacion genética y por lo tanto, no operaria la accion de la selecciéon
natural sobre estos SNPs, a diferencia de lo reportado en Finlandeses, en
quienes la presencia de los alelos asociados a Lactasa persistencia les confirio

ventajas evolutivas.

Para el caso del SNP C/T-13910, los hallazgos de este estudio concuerdan con
los estudios de Mulcare %0 e Ingram 21, quienes encontraron, en Africa, bajas
frecuencias del alelo *T. También concuerdan nuestros datos con las
frecuencias genotipicas reportadas en poblaciones africanas: CC (95%), CT
(5%), TT (0%), en 65 individuos no emparentados; 1° datos similares fueron
reportados también en cinco poblaciones del norte China: CC (96%), CT (4%),
TT (0%).

Haciendo un analisis comparativo, de las frecuencias genotipicas para los SNPs
C/T-13910 y G/A-22018 encontradas en el presente estudio, con lo reportado
en poblacion de Mestizos Caribefios!*® y poblacién indigena Wiwal*% las
frecuencias genotipicas estimadas para el genotipo homocigoto CC fue del
81% y 92%, respectivamente; y para el genotipo heterocigoto CT del 19% y
7%, respectivamente. Los resultados son semejantes a lo reportado en nuestro
estudio y en ninguno de los tres grupos se encontré el genotipo homocigético
TT. Por otro lado, en cuanto al polimorfismo G/A-22018, los resultados son muy
similares a lo encontrado en los mestizos para el genotipo AA (55%) y difiere de
los Wiwa, porque en estos ultimos, esta ausente el genotipo homocigotico AA.

Para el genotipo GA, se encontrd en los mestizos una frecuencia del 46% y en
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los Wiwa del 76%, observandose una mayor frecuencia en el grupo de los
Wiwa. Solo se encontré6 el genotipo GG en la poblacibn Wiwa con una

frecuencia del 23%.

El comercio y mercado de esclavos fue para Cartagena durante dos siglos una
de las principales actividades que en algdn momento absorbio la vida
economica y social de la ciudad. De tal manera que los individuos que poblaron
a San Basilio de Palenque, fueron africanos que llegaron al puerto de
Cartagena, en navios de esclavos, viajando desde las costas occidentales de
Africa, entre el siglo XVI al XIX. Ellos procedian de diversas regiones Africanas,
desde las Costas de Senegambia hasta Angola, incluyendo Guinea, Cabo
Verde, Bissau, Sierra Leona, Gambia, Senegal, Angola, Costa de Oro y Araras

entre otros.1%2,

Por la anterior se deduce que los afrodescendientes que poblaron a San Basilio
de Palenque, provenian de diferentes regiones de Africa, encontrandose que
las frecuencias genotipicas para el polimorfismo C/T-13910 encontradas en
nuestra estudio, CC ( 90%), el C/T (13%) y ningun individuo present6 el alelo
homocig6tico T/T; tienen un comportamiento muy similar a lo reportado en un
estudio realizado por Mulcare, et al, en diferentes poblaciones africanas, en
quienes se genotipificaron la misma variante, reportando una proporcién
maxima del CC (100)% en la poblacion de Nigueria, Malawi, Sudan, Uganda y
Etiopia. Después en orden decreciente en la poblacién de Senegal CC (99.4%)
y por ultimo en los habitantes de Camertn CC (97.4%). Estos resultados son
muy similares a los encontrados en nuestra poblacion de estudio con una alta
prevalencia del genotipo homocigoto CC. El genotipo C/T solo se encontré en
Camerun (4%) y Senegal (0.06%) y al igual que en nuestros estudio, no se
encontré ninguan individuo con el genotipo homocigético TT. En conclusion, los
resultados de las poblaciones africanas genotipadas por Mulcare et al,'>° para
el polimorfismo C/T-13910, confirman la distribucion geografica de la

prevalencia de la Hipolactasia tipo adulto a nivel de Africa.
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Diversos estudios de genotipificacion realizados en poblaciones africanas,
muestran ausencia del alelo *T-13910 en la mayoria de ellos, lo cual sugiere
gue este marcador no es un predictor fiable del fenotipo de lactasa persistencia
en los individuos de esta regién. Las poblaciones africanas muestran multiples
estilo de vida, como el caso de los angolas, congos de las etnias bantles, los
cuales eran basicamente agricultores, aunque también fueron herreros y
comerciantes.'®® Ademas se resalta el hecho que la mayoria de estas
poblaciones no tienen una historia de pastoralismo y el consumo de productos
lacteos es poco comun, lo que podria explicar del porqué la ausencia del alelo
*T.

Los resultados de nuestro estudio son discordante con el de Bulhoes et al 14,
quienes encontraron que los SNP C/T-13910 y G/A-22018, servirian como
marcadores genéticos moleculares para el rastreo de Lactasa persistencia en
Brasil. En este estudio incluyeron 20 sujetos brasileros, de los cuales 19 eran
de origen Europeo, presumiblemente caucasicos y uno de origen asiatico, los

cuales, no hacen parte de la poblacién mayoritariamente autoctona de Brasil.

La ausencia del alelo T-13910 identificada en la poblacion de estudio se
correlaciona con lo encontrado en varias poblaciones africanas, donde este
alelo no esta presente y no puede explicar los datos de prevalencia de Lactasa
Persistencia en africanos.'*® Este hallazgo llevé a Ingram y Col, a sospechar
que la causa de persistencia de lactasa en la poblacion africana debid venir de
un SNP diferente. 21 Varios estudios revelan un grupo de SNPs, localizados
en la vecindad de C/T-13910. Asi, para algunos grupos africanos lactasa
persistentes, se ha descrito recientemente el polimorfismo SNP G/A (13915)
como el de mayor frecuencia, ubicado 5 nucleétidos corriente arriba del
mencionado anteriormente. Fueron encontrados en poblaciones afroasiaticas
(Kenianos, Tanzanianos, Nilo-sharianos) y pastoriles del medio oriente.19.121

En este caso la variante *G-13915 se asocia con persistencia de lactasa y
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tolerancia a la lactosa. 2! Las variantes *G-13915 y *C-14010, estan asociados
con lactasa persistencia en diferentes partes del Este de Africa 15°. El *G-13915
s6lo mostr6 estar asociado con alta expresion de lactasa en Arabia Saudita. 156
Un tercer SNP *G-13907, mostré evidencia, un poco mas débil, pero se
encontré en varios estudios. 119121.15. Estos SNPs representan marcadores

genéticos causantes de Lastasa persistencia en estas poblaciones.

Por lo anterior, se hace necesario realizar un estudio mas extenso incluyendo
la identificacién de otros marcadores tipo SNP adyacentes al polimorfismo
C/T-13910, para probar si la baja prevalencia observada de Lactasa
persistencia entre los SNPs analizados, se correlaciona con la historia

demogréfica de esta poblacion. 7

En conjunto nuestros resultados comparados con los datos publicados de
investigaciones realizadas en poblaciones europeas, asiaticas y africanas,
demuestra la gran variabilidad de las frecuencias alélicas y genotipicas para los
SNPs C/T-13910 y G/A-22018 y su correlacion con la lactas persistencia y
Lactasa no persistencia. Siendo importante realizar la genotipificacion de estas
variantes en nuestra poblacion de estudio, para determinar, acorde a su
frecuencia y asociacion con el fenotipo lactasa no persistencia, cual de estos
polimorfismos se puede utilizar como marcador genético de Hipolactasia en

poblaciones genéticamente similares.
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11. CONCLUSIONES

En la poblacion afrodescendiente de la Costa Caribe, se encontraron las dos
variantes polimérficas C/T-13910 y G/A-22018 asociadas con Hipolactasia
primaria tipo adulto en caucasicos.

Los SNPs C/T-13910 y G/A-22018 en la poblacion de estudio, mostraron una
distribucion alélica y genotipica diferente a lo encontrado en la poblacion
caucasica al Norte de Europa, pero muy semejante a lo reportado en
diferentes poblaciones de Africa, en los que se ha demostrado que el SNPs
C/T-13910 esta asociado con el fenotipo Lactasa no persistencia

(Hipolactasia).

La identificacion del polimorfismo C/T-13910 asociada con el fenotipo
persistencia/no persistencia de la Lactasa, ofrece posibilidades de utilizarse
como marcador genético de Hipolactasia en la poblacion objeto de estudio,
por la alta prevalencia del homocigoto CC, de tal manera que podria
incluirse como una prueba de primera linea en el diagndstico de HPTA en
poblaciones genéticamente similares con los africanos, quienes presentan

una prevalencia relativamente alta de Hipolactasia.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el SNP G/A-22018 no seria
predictor de Hipolactasia en la poblacion de estudio. Al no encontrarse el
genotipo GG en esta poblacion, puede ser que el alelo no es causativo de
esta condicion y soélo esta fuertemente asociado con el alelo causal; o en los
afrodescendientes, se encuentre otra mutacion diferente, a nivel de este
polimorfismo, asociado con el fenotipo Lactasa no persistencia. Estos
resultados podrian ser utilizados como referencia para otros estudios de
distribucion geografica de este polimorfismo en poblaciones colombianas,

para entender la evolucion de la Lactasa persistencia en los humanos.
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12. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar un estudio de correlacion entre los genotipos de
C/T-13910 y los fenotipos Hipolactasia y Lactasa persistencia, utilizando un
método diagnostico de tipo directo o la prueba de referencia, el test del
Hidrogeno en el aliento.

2. Por medio de analisis de secuenciacion se podria verificar si los SNP
asociados a lactasa persistencia: -14010*C presente en grupos pastoriles de
Kenia y Tanzania (Tishkoff, et al. 2007); el -13915*G vy el T/C-13913
presente en Africa (Camerun, Etiopia, Kenya, Sudan) y Arabia Saudita
Jordania (Beduinos), (Imtiaz, et al. 2007); el -13907*C presente en
poblacién Beja (Afro-Asiatica), Kenya, Sudan, Etiopia estan asociados a la

Lactasa persistencia o Hipolactasia en la poblacion de estudio.

3. Por estos mismos andlisis, se podria confirmar si existen otros SNPs,
propios O autdctonos, que puedan explicar mejor la presencia de los
fenotipos Hipolactasia y Lactasa persistencia en la poblacion de
afrodescendientes de San Basilio de Palenque de la Costa Caribe

colombiana.
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Grupo de Investigacion en Bioquimica
Patolégica (GRUBIOPAT)
Universidad Libre de Barranquilla
Facultad de Ciencias de la Salud

Grupo de Investigacion en Genética
Universidad del Norte de Barranquilla
Facultad de Ciencias de la Salud

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: “IDENTIFICACION DE LAS VARIANTES C/T-13910 Y G/A-22018 ASOCIADAS CON
HIPOLACTASIA PRIMARIA TIPO ADULTO (HPTA) EN CAUCASICOS, EN UNA POBLACION
AFRODESCENDIENTE DE LA COSTA CARIBE COLOMBIANA”

Este estudio tiene el objetivo de determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs
C/T-13910 y G/A-22018 en la poblacién afrodescendiente de San Basilio de Palenque y
establecer si este grupo étnico posee las variaciones genéticas descritas en otras poblaciones.

Los participantes de la investigacién seran voluntarios mayores de 18 afios de edad, que
acepten la toma de una muestra de sangre total (3 mL) para establecer las variantes
genéticas del estudio. Esta prueba carece de riesgo y no tienen costo alguno para los
participantes, los cuales tienen el libre derecho de aceptar participar en el estudio. A cambio, el
Grupo de Investigacién en Bioquimica Patolégica (GRUBIOPAT) se compromete a entregar a
cada participante un informe escrito de los resultados obtenidos en las pruebas, las cuales
seran realizadas con fines Unicamente investigativos.

Se dara respuesta a cualquier pregunta y se aclararan dudas acerca de los procedimientos,
beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion.

La informacién obtenida en este estudio sera divulgada en forma de datos estadisticos y sera
publicado en revistas cientificas y a través de conferencias a las cuales podran asistir los
sujetos participantes en el estudio.

La informacion suministrada por cada sujeto participante en el estudio y el resultado de
las pruebas seran estrictamente confidenciales y cada sujeto tiene la libertad de retirar su
consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el estudio.

Yo acepto participar en este estudio y
manifiesto haber entendido sus objetivos, riesgos y beneficios y autorizo la publicacion de los
resultados de la manera como aparece mencionado en este formato.

Firma Testigo
CC: de C.C. de

Responsables: Daniel Villanueva, Carlos Silvera, Marena Rodriguez, Evelyn Mendoza y José
Luis Villarreal.
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DECLARACION DE HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL.

Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos

Adoptada por la
182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964
y enmendada por la
292 Asamblea Médica Mundial, Tokio, Japdn, octubre 1975
352 Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia, octubre 1983
412 Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, septiembre 1989
482 Asamblea General Somerset West, Sudafrica, octubre 1996
522 Asamblea General, Edimburgo, Escocia, octubre 2000
Nota de Clarificacion del Parrafo 29, agregada por la Asamblea General de la AMM,
W ashington 2002
Nota de Clarificacion del Parrafo 30, agregada por la Asamblea General de la AMM,
Tokio 2004
592 Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008

A. INTRODUCCION

1. La Asoaciacion Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaracion de Helsinki
como una propuesta de principios éticos para investigacion médica en seres humanos,
incluida la investigacion del material humano y de informacién identificables.

“LA DECLARACION DEBE SER CONSIDERADA COMO UN TODO Y UN PARRAFO
NO DEBE SER APLICADO SIN CONSIDERAR TODOS LOS OTROS PARRAFOS
PERTINENTES".

2. Aunque la Declaracién esté destinada principalmente a los médicos, LA AMM INSTA
A OTROS PARTICIPANTES EN LA INVESTIGACION MEDICA EN SERES HUMANOS
A ADOPTAR ESTOS PRINCIPIOS.

3. El deber del médico es promover y velar por la salud de los pacientes, incluidos los
que participan en investigacion médica. Los conocimientos y la conciencia del médico
han de subordinarse al cumplimiento de ese deber.

4. La Declaracion de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial vincula al médico con la
formula "velar solicitamente y ante todo por la salud de mi paciente”, y el Cddigo
Internacional de Etica Médica afirma que: "El médico debe considerar lo mejor para el
paciente cuando preste atencion médica”.

5. El progreso de la medicina se basa en la investigacion que, en ultimo término, debe
incluir estudios en seres humanos. Las poblaciones que estan subrepresentadas en la
investigacion médica deben tener un acceso apropiado a la participacion en la
investigacion.

6. En investigacién médica en seres humanos, el bienestar de la persona que participa
en la investigacion debe tener siempre primacia sobre todos los otros intereses.

7. El propésito principal de la investigacion médica en seres humanos es comprender
las causas, evolucion y efectos de las enfermedades y mejorar las intervenciones
preventivas, diagnosticas y terapéuticas (métodos, procedimientos y tratamientos).
Incluso, las mejores intervenciones actuales deben ser evaluadas continuamente a
través de la investigacion para que sean seguras, eficaces, efectivas, accesibles y de
calidad.
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8. En la préactica de la medicina y de la investigacion médica, la mayoria de las
intervenciones implican algunos riesgos y costos.

9. La investigaciobn médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover el
respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos
individuales. Algunas poblaciones sometidas a la investigacion son particularmente
vulnerables y necesitan proteccion especial. Estas incluyen a los que no pueden
otorgar o rechazar el consentimiento por si mismos y a los que pueden ser vulnerables
a coercion o influencia indebida.

10. Los médicos deben considerar las normas y estandares éticos, legales vy juridicos
para la investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que las normas
y estandares internacionales vigentes. No se debe permitir que un requisito ético, legal
o juridico Nacional o internacional disminuya o elimine cualquiera medida de proteccion
para las personas que participan en la investigacion establecida en esta Declaracion.

B. PRINCIPIOS PARA TODA INVESTIGACION MEDICA

11. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la
dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la
confidencialidad de la informacién personal de las personas que participan en
investigacion.

12. La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con los principios
cientificos generalmente aceptados y debe apoyarse en un profundo conocimiento de
la bibliografia cientifica, en otras fuentes de informacion pertinentes, asi como en
experimentos de laboratorio correctamente realizados y en animales, cuando sea
oportuno. Se debe cuidar también del bienestar de los animales utilizados en los
experimentos.

13. Al realizar una investigaciébn médica, hay que prestar atencién adecuada a los
factores que puedan dafiar el medio ambiente.

14. El proyecto y el método de todo estudio en seres humanos debe describirse
claramente en un protocolo de investigacion. Este debe hacer referencia siempre a las
consideraciones éticas que fueran del caso y debe indicar como se han considerado
los principios enunciados en esta Declaracién. El protocolo debe incluir informacion
sobre financiamiento, patrocinadores, afiliaciones institucionales, otros posibles
conflictos de interés e incentivos para las personas del estudio y estipulaciones para
tratar o compensar a las personas que han sufrido dafios como consecuencia de su
participacion en la investigacion. El protocolo debe describir los arreglos para el acceso
después del ensayo a intervenciones identificadas como beneficiosas en el estudio o el
acceso a otra atencion o beneficios apropiados.

15. El protocolo de la investigacién debe enviarse, para consideracién, comentario,
consejo y aprobacién, a un comité de ética de investigacion antes de comenzar el
estudio. Este comité debe ser independiente del investigador, del patrocinador o de
cualquier otro tipo de influencia indebida.

El comité debe considerar las leyes y reglamentos vigentes en el pais donde se realiza
la investigacién, como también las normas internacionales vigentes, pero no se debe
permitir que éstas disminuyan o eliminen ninguna de las protecciones para las
personas que participan en la investigacion establecidas en esta Declaracion. El comité
tiene el derecho de controlar los ensayos en curso. El investigador tiene la obligacion
de proporcionar informacién del control al comité, en especial sobre todo incidente
adverso grave. No se debe hacer ningin cambio en el protocolo sin la consideracion y
aprobacién del comité, formacion vy calificaciones cientificas apropiadas. La
investigacion en pacientes o voluntarios sanos necesita la supervision de un médico u
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otro profesional de la salud competente y calificado apropiadamente. La
responsabilidad de la proteccién de las personas que toman parte en la investigacion
debe recaer siempre en un médico u otro profesional de la salud y nunca en los
participantes en la investigacion, aunque hayan otorgado su consentimiento.

17. La investigacibn médica en una poblacibn o comunidad con desventajas o
vulnerable sélo se justifica si la investigacién responde a las necesidades y prioridades
de salud de esta pablacién o comunidad y si existen posibilidades razonables de que la
poblaciéon o comunidad, sobre la que la investigacion se realiza, podra beneficiarse de
sus resultados.

18. Todo proyecto de investigacion médica en seres humanos debe ser precedido de
una cuidadosa comparacion de los riesgos y los costos para las personas y las
comunidades que participan en la investigacién, en comparacion con los beneficios
previsibles para ellos y para otras personas o comunidades afectadas por la
enfermedad que se investiga.

19. Todo ensayo clinico debe ser inscrito en una base de datos disponible al publico
antes de aceptar a la primera persona.

20. Los médicos no deben participar en estudios de investigacién en seres humanos a
menos de que estén seguros de que los riesgos inherentes han sido adecuadamente
evaluados y de que es posible hacerles frente de manera satisfactoria. Deben
suspender inmediatamente el experimento en marcha si observan que los riesgos que
implican son mas importantes que los beneficios esperados o si existen pruebas
concluyentes de resultados positivos o beneficiosos.

21. La investigacion meédica en seres humanos sélo debe realizarse cuando la
importancia de su objetivo es mayor que el riesgo inherente y los costos para la
persona que participa en la investigacion.

22. La participacion de personas competentes en la investigacion médica debe ser
voluntaria. Aunque puede ser apropiado consultar a familiares o lideres de la
comunidad, ninguna persona competente debe ser incluida en un estudio, a menos que
ella acepte libremente.

23. Deben tomarse toda clase de precauciones para resguardar la intimidad de la
persona que participa en la investigacion y la confidencialidad de su informacion
personal y para reducir al minimo las consecuencias de la investigacién sobre su
integridad fisica, mental y social.

24. En la investigacion meédica en seres humanos competentes, cada individuo
potencial debe recibir informaciones adecuadas acerca de los objetivos, métodos,
fuentes de financiamiento, posibles conflictos de intereses, afiliaciones institucionales
del investigador, beneficios calculados, riesgos previsibles e incomodidades derivadas
del experimento y todo otro aspecto pertinente de la investigacion. La persona
potencial debe ser informada del derecho de participar o no en la investigacién y de
retirar su consentimiento en cualquier momento, sin exponerse a represalias. Se debe
prestar especial atencion a las necesidades especificas de informacion de cada
individuo potencial, como también a los métodos utilizados para entregar la
informacion. Después de asegurarse de que el individuo ha comprendido la
informacion, el médico u otra persona calificada apropiadamente debe pedir entonces,
preferiblemente por escrito, el consentimiento informado y voluntario de la persona. Si
el consentimiento no se puede otorgar por escrito, el proceso para lograrlo debe ser
documentado y atestiguado formalmente.

25. Para la investigacion médica en que se utilice material o datos humanos
identificables, el médico debe pedir normalmente el consentimiento para la recoleccion,
andlisis, almacenamiento y reutilizacién. Podrd haber situaciones en las que sera
imposible o impracticable obtener el consentimiento para dicha investigacion o podria
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ser una amenaza para su validez. En esta situacién, la investigacién so6lo puede ser
realizada después de ser considerada y aprobada por un comité de ética de
investigacion.

26. Al pedir el consentimiento informado para la participacion en la investigacion, el
médico debe poner especial cuidado cuando el individuo potencial esta vinculado con
él por una relacion de dependencia o si consiente bajo presion. En una situacion asi, el
consentimiento informado debe ser pedido por una persona calificada adecuadamente
y que nada tenga que ver con aquella relacion.

27. Cuando el individuo potencial sea incapaz, el médico debe pedir el consentimiento
informado del representante legal. Estas personas no deben ser incluidas en la
investigacion que no tenga posibilidades de beneficio para ellas, a menos que ésta
tenga como objetivo promover la salud de la poblacién representada por el individuo
potencial y esta investigacion no puede realizarse en personas competentes y la
investigacion implica sélo un riesgo y costo minimos.

28. Si un individuo potencial que participa en la investigacion considerado
incompetente es capaz de dar su asentimiento a participar o no en la investigacion, el
médico debe pedirlo, ademas del consentimiento del representante legal. El
desacuerdo del individuo potencial debe ser respetado.

29. La investigacion en individuos que no son capaces fisica 0 mentalmente de otorgar
consentimiento, por ejemplo los pacientes inconscientes, se puede realizar solo si la
condicion fisicaymental que impide otorgar el consentimiento informado es una
caracteristica necesaria de la poblacién investigada. En estas circunstancias, el médico
debe pedir el consentimiento informado al representante legal. Si dicho representante
no esta disponible y si no se puede retrasar la investigacion, el estudio puede llevarse
a cabo sin consentimiento informado, siempre que las razones especificas para incluir
a individuos con una enfermedad que no les permite otorgar consentimiento informado
hayan sido estipuladas en el protocolo de la investigacién y el estudio haya sido
aprobado por un comité de ética de investigacion. El consentimiento para mantenerse
en la investigaciébn debe obtenerse a la brevedad posible del individuo o de un
representante legal.

30. Los autores, directores y editores todos tienen obligaciones éticas con respecto a la
publicacién de los resultados de su investigacion. Los autores tienen el deber de tener
a la disposicién del publico los resultados de su investigacion en seres humanos y son
responsables de la integridad y exactitud de sus informes. Deben aceptar las normas
éticas de entrega de informacion. Se deben publicar tanto los resultados negativos e
inconclusos como los positivos o de lo contrario deben estar a la disposicion del
publico. En la publicacibn se debe citar la fuente de financiamiento, afiliaciones
institucionales y conflictos de intereses. Los informes sobre investigaciones que no se
cifian a los principios descritos en esta Declaracién no deben ser aceptados para su
publicacion.

C. PRINCIPIOS APLICABLES CUANDO LA INVESTIGACION MEDICA SE
COMBINA CON LA ATENCION MEDICA

31. El médico puede combinar la investigacion médica con la atenciéon médica, sélo en
la medida en que tal investigacion acredite un justificado valor potencial preventivo,
diagndstico o terapéutico y si el médico tiene buenas razones para creer que la
participacion en el estudio no afectara de manera adversa la salud de los pacientes
gue toman parte en la investigacion.

32. Los posibles beneficios, riesgos, costos y eficacia de toda intervencion nueva
deben ser evaluados mediante su comparacion con la mejor intervencion probada
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existente, excepto en las siguientes circunstancias:

- El uso de un placebo, o ningun tratamiento, es aceptable en estudios para los que no
hay una intervencién probada existente.

- Cuando por razones metodolégicas, cientificas y apremiantes, el uso de un placebo
es necesario para determinar la eficacia y la seguridad de una intervencién que no
implique un riesgo, efectos adversos graves o dafio irreversible para los pacientes que
reciben el placebo o ningun tratamiento.

Se debe tener muchisimo cuidado para evitar abusar de esta opcién.

33. Al final de la investigacion, todos los pacientes que participan en el estudio tienen
derecho a ser informados sobre sus resultados y compartir cualquier beneficio, por
ejemplo, acceso a intervenciones identificadas como beneficiosas en el estudio o a otra
atencion apropiada o beneficios.

34. El médico debe informar cabalmente al paciente los aspectos de la atenciéon que
tienen relaciéon con la investigacion. La negativa del paciente a participar en una
investigacion o su decision de retirarse nunca debe perturbar la relacion médico-
paciente.

35. Cuando en la atencién de un enfermo las intervenciones probadas han resultado
ineficaces o no existen, el médico, después de pedir consejo de experto, con el
consentimiento informado del paciente o de un representante legal autorizado, puede
permitirse usar intervenciones no comprobadas, si, a su juicio, ello da alguna
esperanza de salvar la vida, restituir la salud o aliviar el sufrimiento. Siempre que sea
posible, tales intervenciones deben ser investigadas a fin de evaluar su seguridad y
eficacia. En todos los casos, esa informacion nueva debe ser registrada y, cuando sea
oportuno, puesta a disposicién del publico.
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