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Resumen

La lactasa es una enzima sintetizada en el intestino delgado de practicamente todos
los mamiferos, incluyendo al humano. En éste, se produce una reduccion fisiolégica de
su actividad posterior al destete que afecta aproximadamente a dos tercios de la
poblacién mundial, condicion denominada hipolactasia tipo adulto (AH). En poblacion
europea, asi como en diversos pueblos del Africa y Medio Oriente, varios
polimorfismos de un Unico nucledtido (SNPs) han sido asociados con la persistencia
de lactasa (LP), condicion caracterizada por el mantenimiento de un nivel suficiente de
actividad enziméatica para digerir importantes cantidades de lactosa durante toda la
vida. La LP es heredada como un caracter mendeliano dominante, pudiendo
predecirse la frecuencia de este fenotipo a partir de los genotipos observados en la
poblaciéon. En América, no se han identificado polimorfismos autdctonos asociados a
LP, observandose variantes introducidas fundamentalmente por la inmigracién
europea, como C/T-13910, cuya frecuencia varia dependiendo de la historia
demogréafica de cada region. La poblacidon uruguaya se caracteriza por presentar un
mestizaje moderado, con un predominio del aporte europeo, y un modesto aporte
nativo americano o africano, en un marco de heterogeneidad biol6gica y predominio de

uniones direccionales entre hombres europeos y mujeres no europeas.

En este trabajo se pretende aportar al conocimiento sobre la presencia de variantes
alélicas asociadas a LP en el Uruguay y su relacion con la ancestria, los habitos de
consumo de lacteos y la manifestacioén de trastornos digestivos atribuidos a su ingesta.
Para ello, se determinaron los genotipos de los SNPs asociados a LP mas frecuentes
a nivel mundial, se relevaron datos sobre consumo de leche y sintomas digestivos
asociados, y se estimé ancestria biparental y uniparental materna, en una muestra al
azar de residentes en el Departamento de Tacuarembd (Noreste) y otra dirigida a

presuntos intolerantes a la lactosa (PIL) tanto de Tacuarembd como de Montevideo.



Un 29,4% de la muestra al azar se clasific6 como PIL, siendo los sintomas mas
frecuentes dolor, distensién abdominal y flatulencia. El alelo europeo asociado a LP, T-
13910, tuvo una frecuencia de 33% en la muestra al azar, identificandose ademas
otros dos SNPs asociados a LP, el polimorfismo &rabe, T/G-13915 y la variante rara,
C/T-14011, ambos en muy baja frecuencia. Se encontrd asociacion entre fenotipo
(intolerante - no intolerante) y consumo de leche, entre genotipo C/T-13910 y fenotipo
(incluyendo la muestra dirigida a PIL), entre genotipo y consumo de leche, pero no
entre genotipo y ancestria. La frecuencia de T-13910 fue similar a la de otras
poblaciones sudamericanas con predominio del aporte parental europeo asi como a
poblaciones de la Peninsula Ibérica. Al igual que en otras poblaciones de la region, no
existieron diferencias en ancestria entre quienes portaban este alelo y quiénes no. Las
discrepancias registradas entre genotipo y fenotipo esperado podrian explicarse
fundamentalmente en que no todo individuo AH presenta sintomas digestivos y a que
otras intolerancias a mono, di y oligosacaridos alimentarios pueden resultar en

sintomas similares.

Los resultados de este estudio sugieren que el Unico SNP que podria estar
prediciendo el fenotipo en relacién a la actividad de lactasa en la poblacién uruguaya,
e indirectamente el consumo de leche fresca, es C/T-13910. Para una mejor
resolucion seria necesario utilizar un diagnéstico mas preciso de AH o LP, como el test
de hidrégeno expirado. De todos modos, resulta claro que, tanto la percepcion de
intolerancia a la lactosa como el genotipo, afectaron significativamente los patrones de

consumo de leche en la poblacién estudiada.



1 Antecedentes

1.1 Aspectos Generales

Los oligosacaridos y disacaridos son componentes esenciales en la dieta de los
mamiferos, requiriendo para una adecuada absorcion intestinal, que sus enlaces
glucosidicos a y [ sean hidrolizados por enzimas especificas denominadas
disacaridasas. Las tres disacaridasas principales que actian a nivel del lumen
intestinal de los mamiferos son la sucrasa-isomaltasa, la maltasa-glucoamilasa y la
lactasa-florizin-hidrolasa (LPH por sus nombre en inglés) permitiendo que los
monosacaridos liberados por la hidrélisis de sucrosa, isomaltosa, maltosa y lactosa,
atraviesen la membrana de las células del epitelio intestinal (Amiri et al. 2015). La LPH
es una glicoproteina localizada en la membrana apical de los enterocitos maduros, a
nivel de las microvellosidades del intestino delgado de, virtualmente, todos los
mamiferos (Naim et al. 1991). Presenta dos sitios con actividad catalitica en una
misma cadena polipeptidica, uno con actividad B-D-galactésido galactohidrolasa, que
interviene en la hidrélisis de la lactosa, disacéarido principal de la leche y otro con
actividad glicosil-N-acilesfingosina glucohidrolasa, que hidroliza la florizina, un (-
glucosido presente en diversos vegetales (Mantei et al. 1988; Naim et al. 1991; Zecca
et al. 1998). La LPH humana es codificada por un gen (LCT) de 49340 pares de bases
(pb) localizado en el brazo largo del cromosoma 2 (2g21.3), conteniendo 17 exones
que codifican un transcripto de ARNm de 6274 pb y una preproteina de 1927
aminoacidos (aa). En ésta se reconocen cuatro regiones altamente conservadas
estructural y funcionalmente (Dominios | — IV), que evidencian un elevado porcentaje
de identidad entre si lo que ha permitido sugerir un origen evolutivo a partir de dos
eventos sucesivos de duplicacién del gen de la B-glucosidasa procariética (Naim 2001,

Amiri et al. 2015).



La LPH es sintetizada como una molécula precursora de cadena Unica (pro-LPH) que
en una etapa inicial presenta un patrén de glicosilacion rica en manosa,
ensamblandose en homodimeros antes de abandonar el reticulo endoplasmico.
Durante el transporte por el aparato de Golgi es adicionada con glucésidos complejos
para finalmente sufrir un clivaje proteolitico intracelular, antes de ser transportada a la
membrana apical (Figura 1). Un segundo clivaje, producido por la tripsina pancreatica
en el lumen intestinal, da lugar a la forma dimérica microvilar madura de LPH, que
presenta un dominio C-terminal citosélico de 26 aa, un dominio hidrofobico
transmembrana de 19 aa y un dominio N-terminal extracelular en el que se localizan

ambos sitios cataliticos (Naim 2001; Amiri et al. 2015).

Figura 1. Etapas en la maduracion de la lactasa-florizin-hidrolasa (LPH)

A B C D

A, B: Formas monoméricas y homodiméricas de pro-LPH a nivel del reticulo endoplasmico. C: LPHp
inicial por clivaje durante el transporte por el aparato de Golgi. D: LPHB final clivada por la tripsina
pancreatica en el lumen intestinal. Adaptado de Amiri et al 2015.

Estudios dirigidos a elucidar los mecanismos involucrados en la regulacion de la LPH
en diversas especies han encontrado un patron similar en la actividad de esta
discaridasa intestinal, que se caracteriza por alcanzar su maximo en los dias previos o
posteriores al nacimiento, para luego experimentar una disminucién marcada con
posterioridad al destete. Corriente arriba del promotor basal de LPH porcino, se ha

identificado un elemento cis denominado CE-LPH1, al que se unen factores de



transcripcion expresados en células epiteliales intestinales diferenciadas de la linea
Caco-2, como Cdx-2, capaz de incrementar in vitro la transcripcion de genes
reporteros, y HOXC11, que también es capaz de unirse a este elemento regulador
(Troelsen et al. 1997). En efecto, se han identificado otros elementos cis con actividad
reguladora a nivel del promotor de LPH porcino, CE-LPH2, CE-LPH3 y CE-LPH4, que
interactian con factores de transcripcion ubicuos en las células del epitelio intestinal
(Cdx-2, HOXC11, FREACs y HNF-1), modulando in vitro la transcripcion de genes
reporteros. Esto sugeriria un papel relevante de estos elementos en la regulaciéon
transcripcional de la actividad LPH durante la diferenciacién celular, en la variacién de
su expresion intestinal en sentido cefalocaudal, en su especificidad de tejido y
eventualmente, en la declinacién post destete de la lactasa (Spodsberg et al 1999). En
ratas se han reportado resultados conflictivos en torno a la variacién de proteina LPH,
actividad de lactasa y ARNm de LPH durante la transicién del amamantamiento a la
dieta adulta. Mientras que algunos estudios encontraron una limitada variacion en la
abundancia de ARNm de LPH en un periodo de importantes cambios en la actividad
enzimatica de lactasa, sugiriendo que serian mecanismos traduccionales o post
traduccionales los que tendrian mayor relevancia en la regulacion de la lactasa
durante el desarrollo (Hecht et al. 1997), otros investigadores informaron una elevada
correlacion entre la concentracion de ARNm, proteina y actividad de lactasa a lo largo
del desarrollo, concluyendo que la regulacién a la baja de la lactasa es mediada

primariamente en el nivel transcripcional (Motohashi et al. 1997).

1.2 Hipolactasia e Intolerancia a la Lactosa

En humanos, se estima que alrededor de dos tercios de la poblacion mundial presenta
una regulacion a la baja en la actividad de lactasa con posterioridad al destete, tal
como se ha observado en otros mamiferos terrestres, siendo motivo de debate la
naturaleza de los mecanismos involucrados en este proceso. Se ha reportado la
correlacion exacta entre los niveles de ARNm de LPH y la actividad enzimatica
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expresada a través del ratio sucrasa/lactasa, en muestras de biopsia de duodeno,
indicando que el nivel de actividad de lactasa es resultado del nivel de expresion de
ARNmM de LPH y sugiriendo la regulacion a nivel transcripcional de la LPH (Escher et
al. 1992; Harvey et al. 1995). A su vez, se ha planteado la existencia de dos
mecanismos principales que explicarian la reduccion fisiolégica de la actividad de
lactasa post destete; por un lado, la disminucion en la biosintesis de pro-LPH
relacionada con la reduccién de la transcripcion de ARNm de LPH, y por otro lado, la
reduccion en la tasa en que la LPH sintetizada es convertida en la forma madura de
membrana, constituyendo un mecanismo de regulacion post traduccional (Lloyd et al.
1992). En efecto, en adultos con hipolactasia fisiolégica se ha descrito una amplia
variaciéon fenotipica a nivel de enterocitos, en lo que refiere a presencia de ARNm de
LPH, proteina LPH y actividad de lactasa, lo que reflejaria una combinacion de
diferentes mecanismos de regulacion que actuarian no solo sobre la tasa de
transcripcién, sino también en el procesamiento, transporte, estabilidad y
mantenimiento de la actividad enzimatica (Maiuri et al. 1994; Rossi et al. 1997;
Escoboza et al. 2004).

Los estudios tempranos en humanos consideraban a la persistencia de altos niveles
de lactasa en individuos adultos, con la consiguiente capacidad de hidrolizar grandes
cantidades de lactosa, como el fenotipo mas frecuente, denominandolo lactasa
persistente (LP). Sin embargo, pronto se reconoceria que la no persistencia de
actividad de lactasa con posterioridad al destete, el fenotipo lactasa no persistente o
hipolactasia tipo adulto (AH por su nombre en inglés), constituye el rasgo mas
frecuente a nivel mundial, asocidndose usualmente, aunque no siempre, con la
manifestacion de sintomas de intolerancia a la lactosa (LI por su nombre en inglés)
luego del consumo de leche (Swalow 2003). La malabsorcién de lactosa a nivel del
intestino delgado lleva al pasaje de esta molécula hacia el ileon distal y el colon, donde
la microflora bacteriana, fundamentalmente acido lactica, la fermenta produciendo
lactato, hidrégeno, metano, diéxido de carbono y acidos grasos de cadena corta. Los
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sintomas tipicos de LI se relacionan con el aumento de la presion intracolénica, el
incremento de la motilidad y de la carga osmética intestinal, manifestandose
clinicamente como dolor abdominal, distension, flatos, borborigmos y diarrea. Menos
frecuente es la presentacion de nauseas y vomito, mientras que la constipaciéon
aparece rara vez, estando asociada fundamentalmente con la produccion de metano
(Lomer, Parkes & Sanderson 2008). Si bien la malabsorcion de lactosa, recién
apreciable con una reduccién del 50 por ciento en la actividad de lactasa, es condicion
necesaria para que se produzca LI, diversos factores como la dosis consumida, la
expresion residual de lactasa, la ingestibn de otros componentes dietarios, el
sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado, la composicién del microbioma
intestinal y la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD por su nombre en inglés), suelen
modificar el umbral para que se reporten o experimenten sintomas (Deng et al 2015).
A su vez, otros elementos como la manifestacion de sintomas sistémicos atribuidos a
la lactosa (dolor de cabeza, fatiga, depresién), la pobre correlacién entre LI auto
reportada y desempefio en ensayos ciegos con placebo, el solapamiento con
intolerancias alimentarias a otros oligo, di y monosacéridos, la influencia de algunas
condiciones fisioldgicas (gestacion, hiper e hipotiroidismo) y la mejora sintomatica por
el consumo continuado de lacteos en individuos AH, incluso en afectados por IBD,
atribuido a la respuesta metabdlica bacteriana, resaltan la complejidad de las
relaciones entre sintomatologia, fisiologia, microbioma y metaboloma (Szilagyi 2015;

Szilagyi, Galiatsatos & Xue 2016).

1.3 Variabilidad Genética

Si bien se habia postulado que la AH se asocia a la homocigosis de un Unico gen
autosomico, sustentando la hipétesis de que se trata de un rasgo fenotipico de
herencia mendeliana recesiva simple (Sahi et al. 1973; Lisker, Gonzalez & Daltabiut
1975), los analisis de secuencia de la region codificante y del promotor del gen LCT no
revelaron variantes a nivel de ADN que se correlacionaran con esta condicion (Wang

12



et al. 1995). Sin embargo, en un estudio realizado en nueve familias de Finlandia en el
que se utilizé el desequilibrio de ligamiento y andlisis de haplotipos, se logré restringir
una region de 47 Kilobases (Kb) en la que subsecuentes analisis de asociacion
permitieron identificar 2 variantes asociadas con AH bioquimica o enziméaticamente
confirmada. La transicion C/T-13910 (rs4988235), localizada 13910 pb 5’ al coddn de
inicio del gen LCT en el intron 13 del gen del componente 6 del complejo de
mantenimiento de mini cromosoma (MCM6)(Figura 2), presentd una co-segregacion
completa con el fenotipo AH, encontrandose que todos los individuos AH resultaron
homocigotas CC mientras que los individuos con LP presentaron genotipos
heterocigotas CT u homocigotas TT, en forma concordante con la condicién
autosémica recesiva de la AH previamente postulada (Enattah et al. 2002).

La variante T-13910 aparece con mayor frecuencia en Europa noroccidental, desde
donde decrece en una clina hacia el sur y este del continente (Figura 3),
evidenciandose una elevada asociacion espacial entre la distribucion de la tolerancia a
la lactosa, predicha a partir de la frecuencia de esta variante, y la informacién
publicada sobre persistencia de lactasa a nivel fenotipico (Ingram et al. 2008). A su
vez, estudios in vitro han demostrado que la region donde se localiza esta variante
tiene funcién potenciadora de la transcripcién del gen LCT y presenta sitios de unién
funcionales para diversos factores de transcripcion importantes para la expresion
génica intestinal. Asimismo, se informé que la variante T-13910 aumenta la afinidad de
Oct-1 por este elemento de respuesta, incrementando la actividad potenciadora de
ésta y sugiriendo su rol en el mantenimiento de la actividad lactasica post destete

(Lewinsky et al. 2005).
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Figura 2: Mapa en el que se muestra la regién gendmica en la que se localizan las variantes

asociadas a LP.
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Tomado de Ranciaro et al. 2014.

En un estudio reciente en el que se determiné la expresion de ARNm de lactasa, la
actividad enziméatica de lactasa y la expresion de factores implicados en su regulacion
transcripcional (Cdx2, GATA 4/6, HNF1a y Oct-1), en biopsias duodenales de
individuos de 8 a 23 afios, no se observaron diferencias significativas en la expresién
de estos elementos reguladores entre fenotipos LP y AH. Por otro lado, mediante una
aproximacion epigenémica no sesgada, complementada con piro secuenciacion
dirigida, se identificé una posicién (cg20242066) a nivel del promotor proximal de LCT,
que, al igual que la regién potenciadora donde se localiza el polimorfismo C/T-13910,
presentd niveles de metilacién diferenciados en biopsias de individuos AH y LP,
estando el patron de metilacion ampliamente impactado por el genotipo y mostrando
un mayor poder predictivo de actividad de lactasa y de fenotipo AH o LP, que el
genotipado de C/T-13910 (Leseva et al. 2018).

La construccién y andlisis de haplotipos de la region donde se ubica el gen LCT,
flanqueando el polimorfismo C/T-13910, ha permitido sugerir el origen caucasico del

alelo T-13910, que habria sido introducido en mas de un evento independiente en los
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altimos 12000 afios, sustentando el concepto de adaptacion convergente y aun en
curso al consumo de leche en diversas poblaciones (Enattah et al. 2007). En tal
sentido, el genotipado de C/T-13910 en ADN obtenido de restos 6seos del neolitico
europeo, indicaria que partiendo de frecuencias variables pero bajas de genotipos LP,
rapidamente se habria llegado a las frecuencias elevadas observadas actualmente en
Europa noroccidental y el norte de la Peninsula Ibérica, reflejando la accion de la
seleccion positiva sobre el fenotipo LP (Plantinga et al. 2012; Krittli et al. 2014). En
efecto, la identificacién de residuos de grasas lacteas en tiestos arqueoldgicos, situa el
inicio del consumo extensivo de leche y productos lacteos en Europa y Cercano
Oriente en el entorno de los 8500 afios antes del presente (AP) en Turquia, 7900 a
7100 afios AP en Europa Central, 6100 afios AP en Gran Bretafia y 5000 afios AP en
Escandinavia, constituyendo un rasgo temprano de la subsistencia Neolitica y
sugiriendo que su practica era comun antes de que el fenotipo LP se extendiera en la
poblacion (Gerbault et al. 2013; Cramp et al. 2014). Asimismo, la identificacion de la
proteina lactea (3 lacto-globulina en célculos dentales de especimenes datados en al
menos 5000 afios AP en Europa, constituye una evidencia directa de que el consumo
de leche y derivados, obtenidos de animales domésticos, constituia una practica
habitual durante el neolitico en diversas regiones de aquel continente (Warinner et al.
2014). A pesar de que la evidencia a favor de una fuerte seleccion del alelo T-13910
es abrumadora, tanto la hipétesis de asimilacion de calcio como las otras alternativas
postuladas: disponibilidad de fluido no contaminado en climas aridos, proteccién contra
la malaria de dietas ricas en lacteos, dispersion asociada a habitos de consumo de
lacteos por una elite o la atenuacién del efecto de fluctuaciones en el suministro de
alimentos vegetales, entre otras, no son capaces de explicar satisfactoriamente el
notable incremento en la frecuencia de este alelo en las diversas regiones de Europa
con posterioridad a la adopcion de la lecheria (Leonardi et al. 2012; Sverrisdaéttir et al.

2014).
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Figura 3. Frecuencia de fenotipos LP basada en la frecuencia del alelo T-13910 bajo el supuesto de
equilibrio de Hardy-Weinberg y dominancia.
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Tomado de Itan et al. 2010.

La existencia de poblaciones con una elevada proporcién de fenotipos LP pero
carentes de la variante T-13910 ha llevado a la busqueda de nuevos SNP asociados a
LP en la region gendmica localizada 14 kb antes del inicio del gen LCT. En Arabia
Saudita, el polimorfismo T/G-13915 (rs41380347) mostrdé una frecuencia de 57 por
ciento, presentando una buena correlaciébn con la frecuencia de fenotipos LP
reportada para esa poblacion y un co-ocurrencia completa con una mutacion sinénima
en el exén 17 del gen MCM6: T/C-3712 (ss79088029), localizada 3712 pb 5’ al codén
de inicio del gen LCT. EI haplotipo G-13915, C-3712, que afecta la union de
elementos reguladores como Oct-1 y HNF1aq, fue sensiblemente mas activo desde el
punto de vista transcripcional que el haplotipo T-13915, T3712, estimandose su
antigledad en 4000 afios, cuando se habria originado a partir de un haplotipo
ancestral completamente diferente al europeo, revelando una muy fuerte presion de
seleccion, y permitiendo sugerir su asociaciébn con un evento independiente de

domesticacion del camello (Enattah et al. 2008).
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En Africa, el polimorfismo C/T-13910 present6 una distribucion limitada a algunas
poblaciones pastoriles del norte y centro de Africa, como los Fulani de Camerun vy los
Mozabite de Argelia, mientras que la variante T/G-13915 se distribuy6 en poblaciones
nilo-saharianas y afro-asiaticas de Kenia y Sudan, especulandose que la introduccién
de estas se produjo por flujo génico desde Europa y la Peninsula Ardbiga (Ranciaro et
al. 2014; Hassan et al. 2016). A su vez, el polimorfismo G/C-14010 (rs145946881)
mostré una fuerte asociacién con el fenotipo LP en poblaciones nilo-saharianas de
Kenia y afro-asidticas, nilo-saharianas y niger-kordofanianas de Tanzania,
presentando el alelo derivado C-14010 un incremento en la expresién de LCT in vitro,
en relacion al alelo ancestral G-14010. Asimismo, a través de diversas aproximaciones
metodoldgicas se identificaron sefiales de una fuerte seleccién positiva reciente del
alelo derivado C-14010, aun superior a la observada en europeos nhoroccidentales
para la variante T-13910, estimandose su antigledad en 7000 a 3000 afos,
consistentemente con la evidencia arqueoldgica de diseminacién del pastoralismo al
sur del Sahara (Tishkoff et al. 2007; Schlebusch et al. 2013; Ranciaro et al. 2014). Por
su parte, la variante C/G-13907 (rs41525747) presentd una distribucién geogréfica
restringida al norte y este de Africa, evidenciandose su maxima frecuencia en la
poblacion Beja (afro-asiatica) de Sudan del Norte (Figura 4), presentando también un
incremento en la expresion in vitro de LCT, sefiales de seleccion positiva reciente y
estando estadisticamente asociada con el fenotipo LP (Tishkoff et al. 2007; Ranciaro
et al. 2014; Hassan et al. 2016).

En Africa del Sur, el alelo C-14010 se ha encontrado en frecuencias significativas en
poblaciones pastoriles, siendo mas elevada en grupos tradicionalmente pastoriles de
lengua khoe como los Nama, en los que su frecuencia es de 36 por ciento, en
comparacion con grupos agro-pastoralistas de lengua banti o cazadores-recolectores
de lengua san. Estos hallazgos apoyan la interpretaciéon de que el pastoralismo en
esta region habria sido introducido por la migracion de un pequefio grupo de
pastoralistas afro-asiaticos, provenientes del este de Africa, que habrian sido
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asimilados por cazadores-recolectores locales San, dando lugar a las poblaciones
Khoe actuales, en las que se verifica la seleccién aun en curso de la variante C-14010,
con una intensidad similar a la descrita para poblaciones pastoriles del este africano

(Breton et al. 2014; Macholdt et al. 2014).

Figura 4. Distribucion de las frecuencias alélicas de 4 variantes asociadas con LP en Africa y
Medio Oriente.
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Otras variantes como T/G-14009 (rs869051967), fuertemente asociada con LP en
poblaciones de Africa del Este, C/T-14011 (rs4988233), distribuida en baja frecuencia
en diversas regiones de Europa y Asia, G/C-13779 (rs527991977) relativamente

comun en algunos grupos de la India y T/C-14028, encontrada en muy baja frecuencia
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en britanicos, han mostrado un claro efecto incremental en la actividad promotora en
ensayos de transfeccién (G-14009, T-14011 y C-13779) y diferencias notorias en la
unién a factores de transcripcion (G-14009, T-14011 y C-14028) en relacion a los
alelos ancestrales, evidenciando a su vez diferencias en los factores de transcripcion
implicados en la interaccion con estas variantes (Liebert et al. 2016).

Otras regiones como el oeste africano, centro, sur y este de Asia y este de Europa,
han sido sefialadas como dianas potenciales para la identificaciébn de nuevas variantes
asociadas a LP en el viejo mundo (Iltan et al. 2010). El andlisis de polimorfismos
localizados en una extension de 70 Kb, comprendiendo la regiéon donde se ubican los
SNPs asociados a LP, ha permitido identificar 4 haplotipos distribuidos a nivel mundial
con una frecuencia mayor a 5%. De estos, el haplotipo A es el mas frecuente,
alcanzado su mayor representacion en poblacion de Europa del Norte (86%), seguido
por el B, cuya frecuencia maxima se observé en papues (36%), el C, con frecuencias
maximas en bantles de Sudéfrica y pueblos del sur de la India (31%) y el U, comdn en
asiaticos (Japoén: 24%), verificAndose la mayor variabilidad haplotipica en pueblos
subsaharianos, en los que las frecuencias de A y B son las mas bajas (Hollox et al.
2001). Sin embargo, recientemente se ha reportado que el haplotipo B, pese a no
incluir ninguno de los alelos con importancia en la actividad potenciadora de LCT,
presenta una region de elevado desequilibrio de ligamiento que se superpone
exactamente con la homocigosis haplotipica extendida observada, especulandose que
este bloque de no recombinacién podria haberse originado a partir de un re-arreglo
cromosomico, contribuyendo, por un mecanismo de distorsion de la transmision, a
llevar a los alelos causativos de LP a frecuencias elevadas, relativizando el efecto de

la seleccion sobre estos (Liebert et al. 2017).

1.4 Mestizaje y Persistencia de Lactasa en América Latina

En América Latina, el proceso continuo de mestizaje, iniciado hace poco mas de cinco
siglos, ha dado forma a las poblaciones actuales en las que, pese a las marcadas
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diferencias regionales y sub-regionales, es posible reconocer, a través de diversas
aproximaciones gendmicas y bioinformaticas, un aporte ancestral europeo, indigena
americano y africano, que les confiere un caracter tri-hibrido definido. La antigliedad y
magnitud del proceso de mestizaje, asi como el origen sub-continental de las
poblaciones ancestrales involucradas, revelados mediante la utilizacién de técnicas
gendémicas basadas en el genotipado de marcadores individuales de ancestria (AIM
por su sigla en inglés), ha contribuido a explorar la estructura de las diversas
poblaciones latinoamericanas, ampliando el conocimiento de la historia demografica
de estas y constituyendo un aporte clave para la realizacibn de estudios
antropoldgicos y epidemioldgicos dirigidos a elucidar la base genética de rasgos de
interés, mediante andlisis de loci polimérficos y desequilibrio de ligamiento (Wang et al.
2008; Galanter et al. 2012; Salzano & Sans 2014; Homburger et al. 2015).

Considerando las particularidades genéticas de las poblaciones latinoamericanas,
diversos estudios se han llevado a cabo en paises de Sudamérica para investigar la
frecuencia y distribucion de variantes alélicas asociadas a LP, en poblaciones
caracterizadas por distintos criterios como indigenas americanas, mestizas, europeas
o afroamericanas. En Brasil, la variante europea T-13910 aparece en frecuencias que
varian dependiendo del agrupamiento étnico, basado en el aspecto fenotipico y la
ancestria auto-reportada, siendo de 24 a 33% en eurobrasilefios, 65% en poblaciones
menonitas de Parana, 24% en “mulatos”, 12% en “negros” y estando ausente en
poblacion brasilefiojaponesa (Mattar et al. 2009; Boschmann et al. 2016). También se
reportaron diferencias en la frecuencia de esta variante en relacion al origen
geografico, 17,5% en Belén (norte), 20,4% en Recife (nordeste) y 29,5% en Porto
Alegre (sur) en poblacién de ancestria europea y 18,4% en poblacion de ancestria
africana. A su vez, la variante africana C-14010 se identific6 en un individuo y otras
variantes raras como C-13779, T-14011 y A-13937 (rs4988234), previamente
asociadas con LP, también fueron identificadas, en un marco de gran diversidad
haplotipica vinculada al origen tri-étnico de la poblacion y a procesos de
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recombinacion relacionados con el mestizaje (Friedrich, Santos, et al. 2012). En
indigenas brasilefios, la Unica mutacién asociada a LP identificada fue la variante T-
13910, en frecuencias de entre 4,9 y 7,6% en poblaciones con un significativo
mestizaje (Guarani y Kaingang) y de 0,5% en los Xavante, poblacion con una minima
influencia no nativa, especuldndose con una introduccion por mestizaje en las
primeras y una mutacion de novo o recombinacion para explicar su aparicion en un
individuo Xavante. Se destaca en este estudio la heterogeneidad en la distribucion de
los haplotipos de LCT, siendo A, B, C, E y U los Unicos que superan el 5% y
resultando llamativa la elevada frecuencia de C (41,2%) notablemente superior a la
informada en poblaciones asiaticas con las que se presume comparten el ancestro
comun mas reciente (Friedrich, Callegari-Jacques, et al. 2012).

En Ecuador, la frecuencia de la variante T-13910 varia significativamente entre los
diversos grupos étnicos, siendo de 13,7% en mestizos, 8% en afroecuatorianos y 7,4%
en indigenas americanos, estando directamente asociada a la proporcion europea de
cada grupo étnico, en consonancia con la hip6tesis de introduccion de este
polimorfismo como resultado del proceso de mestizaje. Pese a no haberse encontrado
diferencias significativas entre el diagnéstico molecular de LP, determinado por la
presencia de al menos 1 alelo T-13910 y el diagnéstico fenotipico obtenido por el test
de tolerancia a la lactosa (LTT por su sigla en inglés), la presencia, en frecuencias muy
bajas, de otros SNP asociadas causativamente a LP, como G-13915 y C-13913 (
rs41456145), podria estar sugiriendo que fenotipos LP carentes de la variante
europea, podrian ser portadores de otras variantes moleculares asociadas a LP (Paz y
Mifio et al. 2016).

En poblacion del Caribe colombiano, la frecuencia de la variante T-13910 fue del 10%,
reportandose un moderado acuerdo entre la prediccion genotipica de LP a partir de
ésta y la capacidad de digerir lactosa, determinada mediante el test de hidrégeno
expirado (H2BT por su sigla en inglés). En efecto, un 27% de los individuos con
genotipo CC-13910, fueron clasificados como digestores de lactosa (LP), sugiriendo
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que otros SNP asociados a LP en Africa podrian explicar esta discrepancia, en una
poblacion mestiza con una contribucion relevante del Africa occidental (Mendoza-
Torres et al. 2009).

En Chile, la Unica variante asociada a LP identificada fue T-13910, presentando
frecuencias de 17,5, 22 y 22,8% en poblaciones mestizas de la IX region, la IV regién y
Santiago respectivamente, y frecuencias de 13 y 5% en poblaciones indigenas
Rapanui (polinésicos) y Mapuche (americanos) respectivamente, estimandose que su
introduccion se produjo principalmente por migrantes espafioles que arribaron a la
region durante y a posteriori del proceso de colonizacion. Al estudiar la relacion entre
el fenotipo esperado, a partir del genotipado del polimorfismo C/T-13910, y el consumo
de leche, solo se encontré asociacion estadistica significativa entre LP y mayor
consumo de leche en Rapanui y Santiago, en un marco general de bajo consumo de
leche en todas las poblaciones estudiadas, que no permite establecer si la evitacion
del consumo es consecuencia del fenotipo AH o hay otros factores biolégicos,
biosociales y culturales involucrados (Fernandez & Flores-Carrasco 2014; Fernandez
et al. 2016). Utilizando como poblacién modelo a comunidades de criadores de cabra
de la region de Coquimbo en Chile, se reporté que el Unico SNP asociado a LP
identificado fue la variante T-13910, con una frecuencia de 22%, apareciendo en un
90% de los casos en un haplotipo europeo A de LCT y estando altamente asociada al
fenotipo digestor de lactosa, no encontrandose, sin embargo, diferencias significativas
entre fenotipos inferidos LP y AH en relacién a la proporcién de ancestria europeay al
consumo de leche y productos lacteos. Llamativamente, la ancestria continental
europea estimada para la region LCT resultoé ser en promedio 3% mas elevada que la
estimada para todo el genoma, sugiriendo que desde el mestizaje, la seleccion a favor
de la variante europea T-13910 ha continuado su curso en estas poblaciones chilenas
dedicadas a la cria de cabras, siendo el indice de masa corporal (BMI por su sigla en

inglés) en hombres la Unica variable que mostr6 asociacién estadistica con el status
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inferido de LP, sugiriendo que aquellos que portan esta variante obtienen mayores

beneficios nutricionales (Montalva et al. 2018).

1.5 Situacién en Uruguay

Diversos estudios basados en marcadores de ancestria sugieren que la poblacion de
Uruguay presenta un moderado nivel de mestizaje, con un aporte parental
predominantemente europeo, variando entre 77 y 84%, siendo mas modesto el aporte
indigena americano, 10-14% y africano, 6-9%, confirmando el caréacter tri-hibrido de la
poblacion uruguaya y evidenciando diferencias en el aporte ancestral europeo al
considerar el nivel educativo, el status socioeconémico y el tipo de prestador de salud
(Hidalgo et al. 2005; Bonilla et al. 2015). Asimismo, se ha reportado en Uruguay una
importante heterogeneidad bioldgica intrapoblacional, puesta de manifiesto al
comparar el aporte parental europeo, africano e indigena entre Montevideo (92, 7 y
1% respectivamente) y Tacuarembo (65, 15 y 20% respectivamente), lo que indica
claramente una mayor influencia africana y amerindia en la poblacion de Tacuarembg,
reflejando las diferencias en la evolucion demogréafica entre la capital del pais y la
region Noreste (Sans, Salzano, & Chakraborty 1997). Por otra parte, al considerar en
conjunto el origen del linaje materno, a través del estudio de polimorfismos en el ADN
mitocondrial (ADNmt), y la informacién aportada por marcadores autosémicos, se ha
encontrado que la contribuciéon indigena fue significativamente mayor por el lado
materno que a nivel biparental. En efecto, el aporte indigena materno y biparental fue
de 62 y 20% respectivamente en Tacuarembd, 32 y 8% respectivamente en Cerro
Largo y 20 y 1% respectivamente en Montevideo, sugiriendo un predominio de uniones
direccionales entre hombres europeos y mujeres indigenas, coincidentemente con lo
reportado para otras poblaciones latinoamericanas (Bonilla et al. 2004; Gascue et al.
2005; Sans et al. 2006). Resultados similares se han reportado para poblaciones
afrodescendientes de Uruguay, donde la contribucién europea es notablemente mayor
al considerar polimorfismos especificos en el cromosoma Y, que al considerar
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marcadores autosdmicos y marcadores especificos de ADNmt, resultado atribuido a la
desproporcion de uniones entre hombres europeos y mujeres africanas o indigenas
(Bravi et al. 1997, Sans et al. 2002). En efecto, el andlisis de marcadores especificos
de cromosoma Y confirma un aporte indigena o africano bajo, casi nulo, en el origen
de la poblacion masculina de Tacuarembd, en un contexto microevolutivo de
expansion demografica (Bertoni et al. 2005).

Considerando especificamente la situacién de Uruguay en relacion a la intolerancia a
la lactosa, aparece publicado un estudio de absorcion de lactosa por H2BT, en el que
participaron 200 uruguayos de 0 a 86 afios de edad, encontrandose ausencia de
malabsorcion en menores de 5 afios y un aumento gradual de esta condicién hasta
llegar a valores de 65% de participantes adultos con malabsorcion y 40% con
sintomas digestivos de intolerancia. En este mismo estudio se reportaron diferencias
significativas en los porcentajes de malabsorcion e intolerancia al agrupar a los
participantes por “raza”, definida por el aspecto fenotipico, siendo en “blancos” de 63 y
39% respectivamente, mientras que en “negros” se ubicaron en 82 y 55%
respectivamente, sugiriendo una relacibn entre la ancestria y la prevalencia de
malabsorcion e intolerancia (Maggi et al. 1987). Sin embargo, a pesar de la existencia
de estos antecedentes y de los avances alcanzados en el conocimiento de la
variabilidad biologica de la poblacion uruguaya, en la bibliografia revisada a la fecha
no se han encontrado trabajos publicados referidos a la presencia y distribucién en
esta poblacién de polimorfismos a nivel de la region reguladora de LCT y su eventual
asociacion con fenotipos LP, ancestria o habitos de consumo de leche y productos

lacteos.

2 Justificacion

El hecho de que la variante C/T-13910 esté asociada a LP en forma dominante en
europeos, mas alla del efecto aditivo observado en su expresion, ha alentado su
utilizaciébn como variable instrumental del consumo de leche en estudios mendelianos
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aleatorizados a gran escala, para inferir su asociacion causal con diversas variables de
resultado. En este marco se ha informado un efecto causal en el incremento del BMI
de 0,60 Kg/m2 por porcion diaria de leche consumida (Pires-Hartwig & Smith 2018),
mientras que no se ha encontrado evidencia clara de asociacion genética entre T-
13910, consumo de leche y mortalidad por toda causa o causa especifica (Bergholdt et
al. 2017), riesgo ajustado de fractura de cadera (Bergholdt et al. 2018) o manifestacion
de acné (Juhl et al. 2018) en poblacién adulta de Dinamarca y otros paises del norte
de Europa. Por otro lado, se ha establecido la asociacion estadistica entre AH, inferida
a partir del genotipo CC del polimorfismo C/T-13910, y la presentacion de distension
abdominal en pacientes previamente diagnosticados con dispepsia funcional
(Wortmann et al. 2018). También se ha observado, en pacientes con depresion
severa, la asociacién entre el incremento significativo en los niveles séricos de
homocisteina, acompafiado de un descenso en los niveles séricos de &cido félico, con
el genotipo C/T-13910, sugiriendo un vinculo entre los niveles de estos biomarcadores,
la malabsorcion de lactosa y la depresion (Enko et al. 2018).

Si bien un nimero creciente de organizaciones ha venido planteando que el consumo
de productos lacteos incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades crénicas como
diabetes tipo | y Il, diversos tipos de cancer o enfermedades cardiovasculares, los
estudios de asociacion muestran resultados opuestos, sugiriendo que el consumo de
estos alimentos constituye un factor de proteccion para muchas de estas patologias
(Thorning et al. 2016). En este contexto, la poblaciéon de Uruguay presenta un elevado
consumo estimado per capita de productos lacteos si se la compara con las
estimaciones realizadas en otros paises de la region (Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca -Area Estadisticas Agropecuarias [MGAP-DIEA], 2016), por lo que
aparentemente el impacto de estas corrientes de opinibn no seria significativo. Sin
embargo, conocer en qué medida este consumo puede verse afectado por el genotipo,
puede constituir un aporte inicial a la hora de evaluar alternativas para una adecuada
oferta de leche y productos lacteos reducidos en lactosa. Ademas, el avance en el
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conocimiento de la distribucion de variantes asociadas a LP, en una poblacion
biolégicamente heterogénea como la uruguaya, puede abrir el camino a
investigaciones biomédicas tendientes a evaluar eventuales asociaciones de aquellas

con condiciones fisiolégicas o patolédgicas de interés, como las mencionadas antes.

3 Objetivos

3.1 Objetivo General

Aportar al conocimiento sobre la presencia de variantes alélicas asociadas a la
persistencia de lactasa en el Uruguay y su relacion con la ancestria, los habitos de

consumo de lacteos y la manifestacion de trastornos digestivos atribuidos a su ingesta.

3.2 Objetivos Especificos

» Relevar los polimorfismos C/G-13907 (rs41525747), C/T-13910 (rs4988235),
T/C-13913 (rs41456145), T/G-13915 (rs41380347), T/G-14009 (rs869051967),
G/C-14010 (rs145946881) y C/T-14011 (rs4988233), localizados en el intrén 13
del gen MCM6, en una muestra tomada al azar y otra dirigida a individuos que
atribuyen el no consumo lacteo a trastornos digestivos, estimar frecuencia
esperada de genotipos LP y evaluar equilibrio de Hardy-Weinberg.

» Identificar nuevos SNPs en la region potenciadora de LCT estudiada y evaluar
su potencial asociacion a LP.

» Analizar ancestria biparental por marcadores autosémicos y ancestria materna,
por polimorfismos en el ADN mitocondrial, tanto en la muestra tomada al azar
como en la dirigida.

> Estudiar la eventual asociacion entre los SNPs asociados a LP identificados en
este estudio, con la ancestria genética, el consumo lacteo y la manifestacion de

trastornos digestivos atribuidos a este.
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» Comparar la frecuencia de SNPs asociados a LP obtenida de la muestra
poblacional con resultados de estudios similares realizados en la region y el

mundo.

4 Materiales y Métodos

4.1 Muestra poblacional

A los efectos de estudiar las variables planteadas en los objetivos, se defini6 como
poblacion de estudio a los habitantes del departamento de Tacuarembd, ubicado en la
region Noreste del Uruguay, que cuenta actualmente con una poblacién de 90.053
habitantes, de los que 54.757 viven en su capital, la ciudad de Tacuarembé (Instituto
Nacional de Estadisticas de Uruguay [INE], 2011). La eleccién de esta poblacion se
fundamentdé en la existencia de diversos estudios que describen su diversidad
genética, caracterizada por un aporte indigena de 20%, superior al que se ha
comunicado para otras regiones del Uruguay (Sans et al. 1997; Sans et al. 2006;
Salzano & Sans 2015). El predominio de uniones direccionales entre hombres
europeos y mujeres indigenas es otro rasgo destacable de esta poblacion,
manifestdndose en la notable diferencia entre el aporte indigena a nivel de ADNmt
(62%) y el aporte de entre 2,15 y 8,31% estimado para el cromosoma “Y” (Bonilla et al
2004; Bertoni et al 2005; Mut 2019). Por ultimo, la posibilidad de incluir en este
estudio muestras extraidas de  poblacion residente en el departamento de
Tacuarembd, en el marco del PDU “Diversidad Genética Humana” del Centro
Universitario de Tacuarembd (CUT), cortesia del Dr. P. C. Hidalgo, fue fundamental

para la conformacion de la muestra poblacional.

Los criterios establecidos inicialmente por el PDU de Diversidad Genética Humana
para la inclusiéon de individuos en el estudio fueron los siguientes; que los participantes
no tuvieran vinculos de parentesco biolégico hasta el segundo grado y que tanto ellos

como sus padres hubieran nacido en la regién Noreste del pais. A éstos se les solicitd
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una muestra de saliva, que brindaran su consentimiento informado en base al formato
aprobado oportunamente por la Comision de Etica de la Investigacion Cientifica de la
Facultad de Humanidades y Ciencias de la Educacién (FHCE) de la Universidad de la
Republica (Expediente N° 121900-000087-14) y que respondieran a un cuestionario

gue recababa informacién para la base de datos del PDU.

Gracias a la colaboracion del Dr. P. C. Hidalgo, a la encuesta que recababa
informacién relativa al sexo, edad, nivel educativo, lugar de nacimiento, antecedentes
familiares de enfermedades y ancestria, tanto de los participantes como de sus padres
y abuelos, se le agregaron preguntas especificas relacionadas con el objetivo de este
trabajo. En particular se buscé indagar sobre la frecuencia de consumo de leche fluida,
consumo de productos derivados de la leche y la manifestacién de sintomas digestivos

atribuidos por el encuestado al consumo de estos alimentos (Anexo 1).

Figura 5. Mapa politico del Uruguay en el que se sefialan los departamentos en los que se
obtuvieron muestras (izquierda) y mapa de Tacuaremb6 con localidades (derecha).

.
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Izquierda: en verde los departamentos de Montevideo y Maldonado (muestra dirigida y de referencia) y en
rojo el departamento de Tacuarembd (muestra poblacional). Derecha: en rojo se sefalan las localidades
de origen de los individuos incluidos en la muestra poblacional de Tacuarembd nacidos en este
departamento.
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Tanto las alicuotas del ADN extraido a partir de las muestras de saliva de 143
individuos, como la informacion tabulada extraida de las encuestas de 119
participantes fueron gentilmente enviadas desde el CUT para su procesamiento en el

marco del presente trabajo.

4.2 Muestra Dirigida

A los efectos de aumentar el nUmero de participantes presuntamente intolerantes a la
lactosa, se obtuvieron muestras de saliva de 25 individuos residentes en la ciudad de
Montevideo. Para ser incluidos en la muestra, los participantes debieron cumplir los
siguientes criterios; haber nacido en Uruguay, no tener vinculos de parentesco hasta el
segundo grado, ser mayores de 18 afios y presentar al menos un sintoma digestivo
asociado por ellos al consumo de leche o derivados lacteos, independientemente de la
existencia de antecedentes de consulta médica al respecto. Es importante destacar
gue ninguno de estos individuos contaba con diagnéstico de AH por ensayo de H2BT
o LTT. Al momento de la obtencion de la muestra de saliva, todos los participantes
brindaron su consentimiento informado y contestaron la misma encuesta que se utilizé

por el PDU del CUT.

El ADN de otros 12 individuos incluidos en el grupo de hipertensos de una tesis de
maestria (Flores 2019), que contestaron la misma encuesta del PDU y que
manifestaron presentar sintomas digestivos asociados al consumo de leche, también
fue incluido en la muestra dirigida. Para ser incluidos en el grupo de hipertensos, los
participantes debieron cumplir con los siguientes requisitos; no estar emparentados
biol6gicamente hasta el segundo grado, tanto ellos como sus padres y abuelos
debieron haber nacido en la region Noreste y debieron tener diagnéstico de
hipertension arterial esencial. Para su inclusion en la muestra dirigida, se asumié que
no existe asociacion alguna entre la hipertensién arterial esencial y la presentaciéon de

sintomas digestivos asociados al consumo de leche y derivados lacteos.
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4.3 Muestra de referencia de Montevideo

Con el fin de contar con una muestra poblacional de referencia para poder efectuar
comparaciones con la muestra dirigida de residentes en Montevideo, se incluyeron en
este estudio 38 muestras de ADN, previamente obtenido de controles y pacientes que
participaron de un estudio de casos y controles sobre riesgo de cancer de mama y
ancestria, que se conservaban en el laboratorio de Antropologia Biolégica de FHCE.
Las muestras seleccionadas provienen de residentes en Montevideo (N=28) y de
residentes en Maldonado (N=10), siendo la mayor parte obtenidas de controles (N=32)
y algunas de casos (N=6), ya que en el estudio referido no se encontraron diferencias
significativas en la ancestria genética al comparar casos y controles (Bonilla et al

2015).

Los criterios considerados para la eleccion de las muestras a incluir fueron: que se
tratara de usuarios de instituciones de asistencia médica colectiva (IAMC) privadas y
que se contara con informacion sobre su ancestria genética, tanto a nivel uniparental
(ADNmt) como biparental (AIMs). Para esto se tomd en consideracion un estudio
sobre ancestria genética y estratificaciéon social en el Uruguay, en el que no se
encontraron diferencias significativas a nivel estadistico en la ancestria uni y biparental
entre residentes nacidas en Montevideo, residentes en Montevideo nacidas en otros
departamentos y residentes en otros departamentos del sur del pais (Sans et al, no
publicado). Sin embargo, en este estudio si se encontraron diferencias significativas,
fundamentalmente en el aporte europeo e indigena, entre usuarias de IAMC y de los
centros de atencion publicos dependientes de la Administracion de los Servicios de

Salud del Estado (ASSE).

Considerando que todos los individuos incluidos en la muestra dirigida de Montevideo
eran residentes en esta ciudad, que en su mayoria desempefaban funciones en

organismos publicos y que muchos contaban con estudios terciarios, se asume en
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este trabajo que todos eran usuarios de IAMC y por ende comparables en ancestria

genética con la muestra de referencia seleccionada.

4.4 Obtencion de la muestra y extraccion de ADN

Para la obtencién de las muestras de saliva de los individuos incluidos en la muestra
dirigida de Montevideo, se le solicité a cada participante que salivara un volumen de
aproximadamente 1 a 2 mL en tubos estériles para colecta y transporte de muestras
microbiologicas “LIBO” (IVV Biomedical Tech, China). Una vez obtenidas las muestras,
se mezclaron con el medio de transporte por inversibn y se conservaron en

refrigeracion a 4°C + 2 hasta el momento de su procesamiento.

La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo un protocolo adaptado para saliva utilizado
en el laboratorio de Antropologia Biol6gica de FHCE que incluye lisis celular con
solucion de Tris-HCL, EDTA, SDS y proteinasa K, precipitaciéon de proteinas con
acetato de amonio, precipitacion de ADN con isopropanol, lavado con etanol, secado y
elucién en agua destilada o buffer Tris-EDTA (Anexo 2). Se midié la concentracién de
ADN extraido en ng/pL utilizando un fluorémetro Qubit® (Thermo Fisher Scientific)

para luego ser almacenado a -20°C hasta el momento de su procesamiento.

La extraccion de ADN a partir de saliva o sangre periférica de los individuos de la
muestra poblacional de Tacuarembé fue realizada en el laboratorio de Diversidad
Genética Humana del CUT. Para una descripcion de los procedimientos utilizados se
puede consultar al trabajo de Vega-Requena y colaboradores (Vega-Requena et al.

2019).

A los pacientes hipertensos incluidos en la muestra dirigida se les extrajo ADN a partir
de sangre o saliva en los laboratorios de Diversidad Genética Humana del CUT y de
Epidemiologia Genética de Facultad de Medicina respectivamente, en base a los

procedimientos y protocolos descritos por Flores en su tesis de maestria (Flores 2019).
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4.5 |dentificacion de Polimorfismos asociados a Lactasa Persistente

La mayor parte de los polimorfismos asociados a lactasa persistente se localizan en la
region potenciadora del gen LCT, ubicada en el intron 13 del gen MCMS,
comprendidas en una regiébn no mayor a las 150pb, a nivel del brazo largo del
cromosoma 2. Por tanto, se procedio a realizar una busqueda de publicaciones que
utilizaran como metodologia la amplificacion de un segmento en el que estuvieran

comprendidos los SNPs mencionados arriba.

De este modo, se amplificd por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por su sigla en inglés) un fragmento de 359 pb del intron 13 del gen MCM6 en el
gue se encuentran los SNP C/G-13907 (rs41525747), C/T-13910 (rs4988235), T/C-
13913 (rs41456145), T/G-13915 (rs41380347), T/G-14009 (rs869051967), G/C-14010
(rs145946881) y C/T-14011 (rs4988233) utilizando los oligbmeros descritos por

Coelho y colaboradores (Coelho et al. 2009):

Forward (F): - GCAGGGCTCAAAGAACAATC-3’

Reverse (R): 5-TGTTGCATGTTTTTAATCTTTGG-3’

La mezcla utilizada para la reaccién de PCR, para un volumen final de 50uL fue la

siguiente:

BUfEr 10X . 5uL
MGCI2 50MM. ... 3uL
BSA 20MQO/ML. ..o, 0,5uL
ANTP 2MM ClU. e 1,3uL
Oligdmero F 0,25UM........oiiii e, 0,4uL
Oligomero R 0,25UM........ccooiiii e 0,4uL
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La reaccion se llevd a cabo utilizando un termociclador marca Labnet, modelo
MultiGene TCO020-24, estableciéndose las siguientes condiciones de ciclado;
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos incluyendo
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, hibridacién a 52°C por 30 segundos y
extensién a 72°C por 30 segundos, y una etapa final de extension a 72°C por 4

minutos.

La verificacion de la integridad y tamafio (359pb) del producto amplificado se realizé
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, durante 30 minutos a voltaje
constante (120V), tincién con bromuro de etidio o GoodView™ (SBS Genetech Co.,

Ltd, China) y visualizacién en transiluminador con luz ultravioleta.

Debido a dificultades surgidas en el decurso de las actividades de amplificacion del
fragmento de 359pb, tanto las muestras poblacionales de Tacuaremb6é como las de
hipertensos (dirigidas), se procesaron utilizando nuevos oligémeros. El disefio de estos
oligébmeros se realizd mediante el programa PRIMER 3PLUS
(https://primer3plus.com/) buscando reducir el tamafio del fragmento a amplificar sin
perder los polimorfismos ya descritos. Dos pares de oligomeros fueron evaluados
utilizando el algoritmo Primer-BLAST de la NCBI y la herramienta OligoAnalyzer
(Integrated DNA Technologies, IDT). Finalmente, se seleccionaron para su utilizacion

los siguientes oligdbmeros:

Forward (F): - GGAGAGTTCCTTTGAGGCCA-3’

Reverse (R): 5-GCATTTGAGTGTAGTTGTTAGACGG-3
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La preparacion de la mezcla para la reaccion de PCR se realizé para 50uL, de igual
forma que con los oligbmeros anteriores, utilizandose el mismo termociclador e
idénticas condiciones de ciclado, con la excepcion de la temperatura de hibridacion,
que se aumento a 58°C. La verificacion del producto de amplificacion, un fragmento de

186pb, se realiz6 por electroforesis bajo las mismas condiciones descritas arriba.

Una vez obtenido el producto de PCR, se limpio y purific6 mediante extraccion en fase
sélida, utilizando columnas de silice, lavado con etanol y elucién en agua destilada.
También se utilizd6 un protocolo de purificacion que incluye el agregado de 2uL de
exonucleasa |, 4uL de fosfatasa alcalina, una primera incubacion a 37°C por 30
minutos, seguida de un paso de inactivacion de ambas enzimas a 85°C por 15
minutos. Una vez purificados, los productos de PCR se enviaron al Servicio de
Secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo para su secuenciacion. Este
proceso se aplicé para los fragmentos obtenidos con los dos juegos de oligbmeros

descritos arriba y el procesamiento posterior fue el mismo para ambos.

Las secuencias obtenidas se editaron utilizando los programas CHROMAS 2.6.6
(http://www.technelysium. com.au/chromas.html) y BioEdit versién 7.2.5 (Hall 1999).
Finalmente, para la alineacién de las secuencias se utilizé el programa CLUSTALW en
MEGA version 6 (Tamura et al. 2013), utilizando como referencia la secuencia
NC_000002.12 de NCBI, que posee las variantes ancestrales de los polimorfismos

asociados a LP.

Las frecuencias alélicas de los diversos polimorfismos se obtuvieron por conteo directo
de los genotipos resultantes y a partir de estos se evalud el ajuste al Equilibrio de
Hardy-Weinberg para cada uno de ellos, utilizando el programa ARLEQUIN version
3.5.2.2 (Excoffier & Lischer 2010). A partir de las frecuencias alélicas obtenidas y de

las publicadas para otras poblaciones, se calcularon las matrices de distancias DA 'y Fs
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y se construyeron los arboles filogenéticos neighbor joining (NJ) correspondientes,

utilizando el programa POPTREE2 (Takezaki, Nei & Tamura 2010).

4.6 Estimacion de ancestria genética por ADNmt

Para estimar la ancestria genética uniparental por via materna se utiliz6 la técnica de
PCR con el objetivo de amplificar un segmento del genoma mitocondrial en el que esta
comprendida la mayor parte de la Region Hipervariable | (HVR-I por su sigla en
inglés). HVR-I se localiza en la regién de control del genoma mitocondrial, involucrada
en la replicacibn del ADNmt pero carente de secuencias codificantes, por lo que
presenta altas tasas de mutacibn que originan diversos polimorfismos. Esta
peculiaridad, sumada a la ausencia de recombinacién y a la herencia exclusiva por via
materna del ADNmt, es utilizada para la construccion de arboles filogenéticos que
permiten inferir relaciones genealdgicas entre secuencias individuales y clasificarlas en
haplogrupos con una distribucién geogréafica caracteristica (Richards et al 1998, van

Oven y Kayser 2008). Los oligdmeros utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

Forward: 15997F 5-CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT-3" (Sans et al. 2011)

Reverse: 011R 5 -GCT GAG TGG TTA ATA GGG TGA TAG-3" (Sans et al. 2012)

La mezcla para la reaccion de amplificacion se prepar6é de la siguiente manera

considerando un volumen final por reaccién de 50uL:

BUIEr 10X . 5uL
MGCI2 SOMM. ... 3uL
BSA 20M@/ML. ... 0,5uL
ANTP 2MM C/U. .t 1,3uL
Oligomero F 0,25UM........ooiiii e 0,4uL
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Tag Polimerasa. ..ot 0,2uL
HaoO . o 36,7uL
AN . 1-2,5uL

La reaccion se llevd a cabo utilizando un termociclador marca Labnet, modelo
MultiGene TCO020-24, estableciéndose las siguientes condiciones de ciclado;
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos incluyendo
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, hibridacién a 58°C por 30 segundos y
extension a 72°C por 40 segundos, y una etapa final de extension a 72°C por 5

minutos (Sans et al. 2012).

La verificacion del producto amplificado se realiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%, durante 45 minutos a voltaje constante (120V), tincion con bromuro de
etidio o GoodView™ (SBS Genetech Co., Ltd, China) y visualizaciébn en
transiluminador con luz ultravioleta. El fragmento obtenido con este juego de
oligbmeros posee 629pb, extendiéndose el fragmento secuenciado entre las

posiciones 15.996 y 00011 del genoma mitocondrial.

Una vez obtenido el producto de PCR, se purific6 mediante agregado de 2uL de
exonucleasa |, 4uL de fosfatasa alcalina, una primera incubacion a 37°C por 30
minutos, seguida de un paso de inactivacion de ambas enzimas a 85°C por 15
minutos. Una vez purificados, los productos de PCR se enviaron al Servicio de

Secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo para su secuenciacion.

Las secuencias obtenidas se editaron utilizando los programas CHROMAS 2.6.6
(http://www.technelysium. com.au/chromas.html) y BioEdit version 7.2.5 (Hall 1999).
Finalmente, para la alineacién de las secuencias se utiliz el programa CLUSTALW en

MEGA version 6 (Tamura et al. 2013), utilizando como referencia la secuencia de
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Cambridge (Anderson et al 1981) en base a la revision realizada por Andrews y

colaboradores (Andrews et al. 1999).

La definicién de haplogrupo a partir de la secuencias se realiz6 en concordancia con
los criterios establecidos en el arbol filogenético global del ADNmt humano (Phylotree
Build 17)(van Oven 2015) utilizando la Plataforma Foswiki MITOMASTER (Center for
Mitochondrial and Epigenomic Medicine, Children’s Hospital, Philadelphia) vy
verificando los resultados con el programa Haplogrep2 (V2.1.13) (Weissensteiner et al.

2016). Finalmente, las frecuencias haplotipicas fueron obtenidas por conteo directo.

La muestra de referencia de Montevideo ya contaba con asignacion de haplogrupo de
ADNmt. La metodologia y criterios utilizados se pueden consultar en el articulo de

Bonilla y colaboradores (Bonilla et al. 2015).

4.7 Estimacion de ancestria genética biparental

Para estimar la ancestria biparental individual se realiz6 el genotipado de un panel de
79 AlMs seleccionados del panel utilizado previamente en un estudio sobre mestizaje
en América Latina (Galanter et al. 2012). Los AlMs son polimorfismos en el ADN
gendmico que distinguen, de forma relativamente discreta, a grupos poblacionales
continentales y sub continentales, en base a las diferencias en las frecuencias alélicas
gue estas presentan. Esto permite examinar la contribucion de las diversas
poblaciones parentales putativas a la conformacion de las poblaciones mezcladas

estudiadas (Yang et al. 2005).

Para el genotipado de los 79 AlMs se utilizo la plataforma de Sequenom MassArray
(iPLEX® Gold, Pro Sample ID Panel, Agena Bioscience) que permite el andlisis de
variantes puntuales y pequefias inserciones/deleciones en el ADN genomico. La
reaccion consiste en la amplificacién, mediante PCR Multiplex, de los fragmentos de
ADN que contienen las variantes de interés, seguida de una reaccion de
discriminacion alélica por extension de una Unica base e identificacion de la base
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afadida por diferencia de masas, utilizando la espectrometria de masas (MALDI-TOF).
La reaccidn se realiza en placas de 384 pocillos, siendo un robot el encargado de
transferir el producto a la superficie del Spectrochip, para su lectura en el

espectrémetro de masa, permitiendo identificar hasta 30 SNP por ensayo.

Estos ensayos se realizaron en el Centro Nacional de Genotipado del Instituto de
Salud Carlos Il (CeGen-ISCIIl) de la Universidad de Santiago de Compostela,
Espafia. Para su envio, las muestras se cargaron en una placa especialmente
disefiada para ajustarse al formato del secuenciador, se evaporaron ex profeso,
sellandose a posteriori con film adhesivo. Todas las muestras enviadas fueron
previamente purificadas por pasaje en columnas de silice y tuvieron una concentracion

de ADN de 10 a 20ng/uL previo a su evaporacion.

El procesamiento de las frecuencias genotipicas obtenidas para los 79 AlMs en los
individuos de la muestra de Uruguay, conjuntamente con las frecuencias de los
individuos incluidos en las poblaciones parentales europea (Espafia, Italia, CEPH-
residentes de Utah con ancestria europea), africana (Luhya, Yoruba) e indigena
americana (Quechua, Tepehuanos, Zapoteca, Maya, Naymara y Nahua), se realizo
utilizando el programa STRUCTURE 2.3 (Pritchard, Stephens & Donnelly 2000). Las
frecuencias genotipicas de las poblaciones parentales se tomaron del Proyecto 1000

Genomas (http://www.internationalgenome.org/data), a excepcién de las poblaciones

indigenas americanas, y algunos individuos de Espafia, que fueron cedidas por la Dra.

Raquel Cruz, proviniendo de la base de datos de la Universidad de Compostela.

La muestra de referencia de Montevideo ya poseia informacion de ancestria individual
europea, indigena y africana, obtenida a partir del genotipado de 160 AlMs y
procesada mediante el Programa STRUCTURE, ajustando en 3 el numero de
parentales (K=3), dado el caracter trihibrido de la contribuciéon parental a la poblacién

uruguaya (Bonilla et al 2015).
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4.8 Andlisis estadistico

La comparacion de las frecuencias de haplogrupos de ADNmt entre presuntos
intolerantes a la lactosa de la poblacion de Tacuarembd y el resto de esta poblacion se
realizé utilizando las pruebas de Chi Cuadrado (X?) y V de Cramer. Estas mismas
pruebas se utilizaron para comparar la frecuencia de haplogrupos de ADNmt entre los
individuos con genotipos asociados a lactasa persistente (asumiendo dominancia de
las variantes derivadas) y los asociados a AH, tanto para la poblacién de Tacuarembd
como para la de Montevideo (incluyendo la muestra de referencia). De igual forma se
procedié para evaluar la asociacion entre fenotipo, genotipo, consumo de leche y

consumo de derivados lacteos.

Para comparar el aporte biparental europeo, indigena americano y africano, entre
presuntos intolerantes y genotipos asociados a LP), con el resto de la poblacién de
Tacuarembo se utilizé la prueba no paramétrica de suma de rangos de Mann-Whitney
para muestras independientes. De igual modo se procedié para comparar el grupo de

genotipos asociados a LP con el resto de la poblacion de Montevideo.

Finalmente, para evaluar la asociacion entre genotipo LP o HA y el fenotipo no
intolerante a la lactosa (NIL) o presunto intolerante a lactosa (PIL) se usaron las
pruebas de Chi Cuadrado y Odds Ratio. Para analizar la concordancia en la
clasificacion de los individuos por fenotipo observado y genotipo C/T-13910 se utilizd
el indice Kappa no ponderado de Cohen. La clasificacion fenotipica se basé en la
encuesta, asumiendo a quienes declaraban presentar al menos 1 sintoma asociado al
consumo de leche o derivados lacteos como PIL y al resto como NIL,

independientemente de la frecuencia en el consumo de estos alimentos.

Para el procesamiento analitico de estos datos se utilizé el programa Stata® (Stata

Corp. LLC) en su version 14.
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5 Resultados

5.1 Poblacion de Tacuarembd

5.1.1 Datos genealdgicos, consumo de lacteos y sintomas digestivos

Se procesaron finalmente 119 encuestas de residentes en el departamento de
Tacuarembd, de los que 96 nacieron en este departamento, 6 nacieron en
departamentos limitrofes de la region Noreste (Rivera y Cerro Largo), 10 nacieron en
otros 4 departamentos y en los 7 restantes no se registré el lugar de nacimiento. Las
madres de 92 individuos nacieron en Tacuarembd mientras que los padres de 77
participantes también nacieron en este departamento, siendo 75 los individuos cuyos 2
progenitores nacieron en el departamento de Tacuarembo. En la Tabla 1 se resume la

informacién relacionada con el origen de los participantes y sus progenitores.

Tabla 1. Lugar de nacimiento de los participantes y sus progenitores incluidos en la muestra
poblacional de Tacuarembo.

Nacim. N Nacim. Padres N Nacim. Madres N
Participantes

Tacuarembo 76 Tacuarembd 57 Tacuarembd 63
Ciudad Ciudad Ciudad
Tacuarembo 19 Tacuarembd 20 Tacuarembd 29
Depto. Depto. Depto.
Rivera 5 Rivera 4 Rivera 5
Montevideo 5 Montevideo 3 Paysandu 2
Cerro Largo 2 Paysandu 2 Flores 2
Paysandu 2 Durazno 2 Rio Negro 1
Flores 2 Flores 1 Durazno 1
Artigas 1 Salto 1 Salto 1
Sin Datos 7 Rio Negro 1 Sin Datos 15

Treintay Tres 1

Argentina 1

Brasil 1

Sin datos 25
Total 119 Total 119 Total 119

N: nimero de individuos.

Respecto al consumo de leche, un 45% (N=54) declaré consumir leche diariamente,
un 13% (N=16) manifestdé consumir semanalmente este producto, mientras que un
39% (N=46) informd no consumir nunca o consumir raramente leche. En relacion al

consumo de derivados |acteos como quesos, yogures y postres lacteos, un 28% de los
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participantes (N=33) reporté una frecuencia diaria, siendo consumidos semanalmente
por un 34% (N=40). A su vez, un 32,5% (N=38) declaré consumir raramente derivados
lacteos y tan solo un 2,6% (N=3) respondié no consumir nunca estos productos. Si
bien en el cuestionario se desglosaba la frecuencia dentro de las categorias diaria,
semanal y mensual, debido a que no en todas las encuestas se logrd capturar esta
informacion y a los efectos de simplificar el procesamiento de los datos, se opt6 por
manejar Unicamente estas categorias de frecuencia de consumo. En la Tabla 2 se
presentan los datos relativos a frecuencia de consumo de leche y derivados lacteos.

Un 29,4% (N=35) de los encuestados declar6 presentar sintomas digestivos asociados
al consumo de leche o derivados lacteos, mientras que el 70,6% restante (N=84) no
manifestd presentar tales sintomas, siendo 22 los individuos que reportaron consumir
raramente o nunca leche, sin que esto fuera asociado por ellos a problemas
digestivos. Los sintomas digestivos mas frecuentemente asociados al consumo de
leche fueron; dolor abdominal (45,7%), distensiébn abdominal (37,1%) y flatulencia
(28,6%), mientras que nauseas y/o vomitos resultaron los sintomas reportados con
menor frecuencia (11,4%). Asimismo, en el cuestionario se indagaba sobre otros
sintomas digestivos no comprendidos en las categorias establecidas, siendo 7 (20%)
los individuos que indicaron presentar sintomas variados, yendo desde acidez y reflujo
hasta problemas intestinales no especificados. Solo un participante declar6 presentar
sintomas no relacionados con el sistema digestivo, asociando el consumo de leche a

la manifestacion de baja presién.

Finalmente, un 51,4% de los presuntos intolerantes a la lactosa declaré presentar un
anico sintoma asociado al consumo de leche, un 25,7% manifestdé presentar 2
sintomas digestivos, mientras que el restante 22,9% indicO que experimentaba 3 o

mas sintomas al consumir leche (ver Tabla 3).
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Tabla 2. Frecuencias de consumo de leche y derivados lacteos correspondiente a la muestra
poblacional de Tacuaremboé.

Frecuencia Leche N° Indiv. (%) Derivados N° Indiv. (%)
Consumo

Diaria 54 (45,4) 33(28,2)
Semanal 16 (13,4) 40 (34,2)
Mensual 3(2,5) 3(2,6)
Raramente 23 (19,3) 38 (32,5)

Nunca 23 (19,3) 3(2,6)

Total 119 (100) 117 (100)

Tabla 3. Frecuencias declaradas de sintomas digestivos asociados al consumo de leche y cantidad
de sintomas experimentados por individuo, entre aquellos que reportaron sintomas compatibles
con Intolerancia a la Lactosa en la muestra poblacional de Tacuarembo.

Sintomas N (%) N° Sintomas/Individuo N (%)
Dolor Abdominal 16 (45,7) 1 18 (51,4)
Distensiéon Abdominal 13 (37,1) 2 9 (25,7)
Flatos 10 (28,6) 3 4 (11,4)
Diarrea 7 (20,0) 4 3(8,6)
Nausea/Vomito 4 (11,4) 5 1(2,9)
Constipacioén 8(22,9) 6 0(0,0)
Otros 7 (20,0) 7 0 (0,0)
Total 35 (100)

5.1.2 Ancestria por ADNmt

La ancestria materna a partir de marcadores de ADNmt se logr6é determinar en 102
individuos de la muestra poblacional de Tacuarembd, a los que se les asigné un
haplogrupo en base a los criterios establecidos en Phylotree 2017 (van Oven 2015).

De estos, 48% (N=49) se clasificaron dentro de los cuatro haplogrupos fundadores
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indigena americanos (A, B, C, D), 33,3% (N=34) se asignaron a haplogrupos europeos
y 18,6% (N=19) fueron catalogados como haplogrupos africanos. En la Tabla 4 se

resumen los resultados obtenidos a partir del andlisis de los marcadores de ADNmt.

Tabla 4. Frecuencia de haplogrupos de ADNmt correspondiente a la muestra poblacional de
Tacuarembd, agrupados por origen continental.

ORIGEN CONTINENTAL HAPLOGRUPO ADNMT FRECUENCIA (%)
A 10 (9,8)
. B 14 (13,7)
AMERICA p 16 (15.7)
D 9 (8,8)
TOTAL 49 (48,0)
H 15 (14,7)
HVO 3(2,9)
J 2(2)
K 1(1)
M 1(1)
EUROPA N 1(1)
T 2(2)
us 4 (4)
us 4 (4)
w 1(1)
TOTAL 34 (33,3)
LO 4 (4)
L1 3(2,9)
ASIA L2 5(4,9)
L3 7 (6,9)
TOTAL 19 (18,7)

Con el fin de evaluar la posible inclusion de los hipertensos de Tacuarembd que
integran la muestra dirigida, dentro de la muestra poblacional de Tacuarembd, para el
analisis de asociacion entre ancestria determinada por ADNmt y genotipo C/T-13910,
se realizé la prueba Chi cuadrado comparando el numero de haplotipos asignados a
haplogrupos europeos, africanos e indigenas en ambas muestras. En la muestra de
hipertensos, la proporcion de haplogrupos indigenas resulté mayor que la observada
en la muestra poblacional (60%), mientras que esta Ultima presentd una mayor
proporcion de haplogrupos africanos, siendo similar la proporcion de haplogrupos
europeos en ambas muestras (ver Figura 6). Esto se vio reflejado en el resultado de la
prueba, que arroj6 un valor de p de 0,055, apenas por encima del umbral de

significacion estadistica.
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Figura 6. Proporciones de ancestria genética materna segun origen continental.

Poblacion HTA Tacuarembo Madre Tacuarembo
Tacuarembd

AFR AFR AFR

8% 17%

Muestra poblacional de Tacuarembé (izquierda), muestra de hipertensos de Tacuarembd
(centro) y sub muestra poblacional de individuos con madres nacidas en Tacuarembé (derecha).
EUR: europeo, AFR: africano, AME: indigena americano.

Teniendo en cuenta que la tendencia observada al comparar ambas muestras podria
estar asociada a los diferentes criterios utilizados para la inclusién de los individuos en
cada una, en relacién al lugar de nacimiento de ellos y sus progenitores, se realiz6 una
nueva comparacion a partir de una sub muestra de la poblacion de Tacuarembd. Esta
se integré6 Unicamente por individuos cuyas madres hubieran nacido en el
departamento de Tacuarembd, en concordancia con los requisitos establecidos por
Flores para la inclusién de pacientes con hipertension arterial en su estudio (Flores
2019). Al comparar la submuestra poblacional con la muestra de hipertensos, las
proporciones de haplogrupos indigena americanos fueron similares, manteniéndose la
tendencia de un mayor aporte africano en la sub muestra de la poblacién de
Tacuarembd, en relacion a la de hipertensos. Como era de esperar, la prueba de Chi
cuadrado mostré un valor de p mas elevado (p=0,16) dando cuenta de la mayor
similitud entre ambas muestras. En la Tabla 5 se resumen los resultados de las dos

pruebas comparativas.
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Tabla 5. Comparacién de la ancestria genética materna segun origen continental.

Origen ADNmt Pobl. Tho HTA Tho Valor x2 gl p
N (%) N (%)

Euro 34 (33,3) 33 (32,4)

I. Amer. 49 (48) 61 (59,8) 5,81 2 0,055

Afro 19 (18,7) 8 (7,8)

Origen ADNmt Madre Thé HTA Tho Valor x? gl p
N (%) N (%)

Euro 16 (24,6) 33 (32,4)

l. Amer. 38 (58,5) 61 (59,8) 3,7 2 0,16

Afro 11 (16,9) 8 (7,8)

Parte superior de la tabla: comparacion entre la muestra poblacional y la muestra de hipertensos de
Tacuarembd. Parte inferior de la tabla: comparacion entre la submuestra de madres nacidas en
Tacuarembd e hipertensos de ese departamento.

Finalmente, para evaluar asociacion entre genotipo y ancestria por ADNmt se optd por
utilizar la muestra poblacional de Tacuarembé completa, incluyendo ademas los
hipertensos presuntamente intolerantes de Tacuarembd. Esta decision se tomo
considerando que las diferencias en las frecuencias de haplogrupos observadas al
comparar la muestra poblacional con la de hipertensos de Tacuarembd no resultaron
significativas, mas alla de la tendencia registrada, y a que el numero de individuos

incluidos en esta comparacion era mayor.

5.1.3 Ancestria por AIMs

Se obtuvieron los genotipos de los AlMs referidos en materiales y métodos para un
subconjunto de 69 individuos incluidos en la muestra poblacional de Tacuarembé. A
partir de estos, se calculé el aporte biparental proporcional a cada individuo, fijando el
namero de poblaciones parentales putativas en 3, en concordancia con el origen
trihibrido de la poblacién uruguaya. En suma, los pardmetros de la corrida fueron los
siguientes: 637 individuos, 79 loci, 3 poblaciones parentales (K=3), periodo burn-in
fijado en 100.000 y 10.000 repeticiones. Los parametros de los resultados obtenidos
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reflejan un buen ajuste del modelo a los datos analizados y se resumen a continuacion

en la Tabla 6.

Tabla 6 Principales parametros de los resultados obtenidos con STRUCTURE para un supuesto
de 3 poblaciones parentales (K=3).

PARAMETRO VALOR OBTENIDO
Div. alélica entre poblaciones 1y 2 0,3905
Div. alélica entre poblaciones 1y 3 0,3210
Div. alélica entre poblaciones 2y 3 0,3210
Distancia promedio entre individuos cluster 1 0.1645
Distancia promedio entre individuos cluster 2 0.1420
Distancia promedio entre individuos cluster 3 0.3290
Ln estimado de probabilidad de los datos -43538,9
Valor medio del Ln de verosimilitud -43251.8
Varianza del Ln de verosimilitud 574
Valor medio de alfa 0,0452
Valor medio de Fst_1 0.5243
Valor medio de Fst_2 0,5388
Valor medio de Fst_3 0.3269

Poblaciones/clisteres 1: europeos, 2: indigenas americanos, 3: africanos. Periodo burn-in: 100.000,
repeticiones:10.000.

En promedio, el aporte europeo a la muestra poblacional de Tacuarembd resulté
predominante, con un 80,4%, seguido del aporte indigena americano, con un 12,7%,
mientras que la contribucion africana se ubicé en el 6,9%. Se evidencié asimismo una
importante variacion entre los individuos, oscilando el aporte europeo entre 0,7 y
99,2%, el indigena entre 0,3 y 44,6% y el africano entre 0,1y 57,1%. En la Figura 7 se

presentan los resultados de estimacion de ancestria por AlIMs.
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Figura 7. Agrupamiento de los
individuos de las 3 parentales (vértices) y
distribucion de los individuos de la
muestra de  Uruguay (izquierda).
Diagrama de barras (cada una
corresponde a un individuo)

AFRICA, AMERICA identificAndose las poblaciones
parentales putativas y la poblacion
muestreada de Uruguay (debajo).
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Con el fin de evaluar la utilizaciéon de los individuos incluidos en la muestra dirigida
provenientes de la poblacion de hipertensos de Tacuaremb6 (Flores 2019), para
estudiar la eventual asociacion entre el genotipo C/T-13910 y la ancestria obtenida por
AlMs, se compararon las proporciones parentales de europeos, africanos e indigenas
americanos de 69 participantes de la muestra poblacional y 38 de la muestra de

hipertensos (Figura 8).

47




Figura 8. Comparacion del aporte biparental (AIMs) europeo, africano e indigena americano entre
la muestra poblacional de Tacuaremb6 y la muestra de hipertensos de Tacuaremb@.
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TBO: muestra poblacional de Tacuarembd. HTA: muestra de hipertensos de Tacuarembd.

Como se visualiza en el gréfico, la muestra de hipertensos de Tacuarembd posee un
menor aporte europeo y un mayor aporte indigena que la muestra poblacional, siendo
la proporcion de origen africano similar en ambos grupos. Para evaluar si estas
diferencias resultaban estadisticamente significativas, se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney para muestras independientes, ajustando el valor de p-
critico (a/3) para incorporar el efecto de las comparaciones multiples en el error de
Tipo 1. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de
aporte europeo y nativo americano entre la poblacion de Tacuarembé y la de
hipertensos de Tacuarembd, con valores de p de 0,011 y 0,012 para ambas
proporciones (Tabla 7).

Considerando que para varios de los 69 individuos de la muestra poblacional no se

contaba con datos sobre nacimiento de sus padres y que en otros casos, uno o ambos
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progenitores no habian nacido en Tacuarembd, las diferencias observadas en las
proporciones de aporte europeo e indigena en relacidon a la muestra de hipertensos,
podrian estar relacionadas con los criterios de inclusién disimiles utilizados. Para
evaluar esta hipétesis, se selecciond una submuestra de 35 individuos de la muestra
poblacional de Tacuarembé cuyos dos progenitores habian nacido en el departamento
de Tacuarembo, para ser comparada con la misma muestra de hipertensos referida
arriba (Figura 9). En este caso, pese a gue se continuaba visualizando un aporte

proporcional europeo menor en hipertensos, asi como una mayor proporcion del

Figura 9. Comparacion del aporte biparental (AIMs) europeo, africano e indigena americano entre
la submuestra poblacional de Tacuarembé y la muestra de hipertensos de Tacuarembd.
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COR: submuestra poblacional de Tacuarembo integrada por individuos con ambos progenitores
nacidos en este departamento. HTA: muestra de hipertensos de Tacuarembo.

componente indigena en esta muestra, las diferencias aparecian mas atenuadas. Se
realizd la prueba de Mann-Whitney en las mismas condiciones antes descritas,

arrojando valores de p de 0,037 y 0,045 para las proporciones de europeos e
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indigenas respectivamente. Considerando que estos valores fueron superiores al limite
de significacion ajustado (Tabla 7), no se encontré en este caso evidencia estadistica
que sugiera que las diferencias observadas fueran significativas. A pesar de estos
resultados, para la evaluacion de la asociacion entre ancestria biparental y genotipo se
decidi6 utilizar anicamente la muestra poblacional de Tacuarembd, sin la inclusion de

los hipertensos de la muestra dirigida.

Tabla 7. Comparaciéon en la proporcion de aporte biparental europeo, africano e indigena
americano entre la muestra poblacional de Tacuarembo, hipertensos y la submuestra poblacional
de Tacuarembo

Comp. 1 Muestra poblacion N Muestra hipertensos N p
Tacuarembo Tacuarembo
Prop. Euro 80,4 73,4 0,011
Prop. . Am. 12,7 69 18,6 38 0,012
Prop. Afro 6,9 7,9 0,423
Comp. 2 Muestra hipertensos Muestra progenitores
Tacuarembo Tacuarembd
Prop. Euro 73,4 80,4 0,037
Prop. l. Am. 18,6 38 13,4 35 0,045
Prop. Afro 7,9 6,2 0,522

Prueba no paramétrica de Mann-Whitney para muestras independientes, limite de significacion (a/3):
0,0167. En negrita se marcan los valores de p significativos.

5.1.4 SNPs asociados a persistencia de lactasa

Se obtuvieron las secuencias de 116 individuos de la muestra poblacional de
Tacuarembo, las que se editaron, alinearon y procesaron para identificar variantes en
relacion a la secuencia de referencia utilizada. El principal polimorfismo identificado fue
C/T-13910 (rs4988235) encontrandose 52 homocigotas CC (44,8%), 51 heterocigotas
CT (44%) y 13 homocigotas TT(11,2%), con una frecuencia del alelo derivado T-13910
de 33% (ver Figura 10 ). Al analizar el ajuste de las proporciones observadas de los 3

genotipos a las proporciones esperadas a partir de la frecuencia de ambos alelos, no
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se encontr6 evidencia de apartamiento del equilibrio de Hardy-Weinberg para el

polimorfismo C/T-13910 (p=1,000).

Figura 10. Electroferogramas de individuos homocigotas para C-13910 (izquierda), heterocigotas
(medio) y homocigotas para T-13910 (derecha).
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Un individuo de la muestra poblacional resulté heterocigota para el polimorfismo T/G-
13915 (rs41380347) mientras que otro individuo presentd un genotipo heterocigota
para el polimorfismo C/T-14011 (rs4988233), en ambos casos siendo homocigotas
para el alelo C-13910. Las frecuencias resultantes para los alelos derivados G-13915y
T-14011 fueron ambas de 0,4 por ciento, no encontrdndose en esta muestra ningun
otro SNP asociado previamente a persistencia de lactasa, ni otras variantes en
relacion a la secuencia de referencia. Las frecuencias genotipicas observadas en
ambos loci no mostraron apartamiento de las frecuencias esperadas asumiendo
Equilibrio de Hardy-Weinberg. En la Tabla 8 se resumen los resultados genotipicos

obtenidos.

Partiendo de las frecuencias alélicas obtenidas para los SNPs asociados a LP
estudiados en la muestra poblacional de Tacuarembd, asi como de las frecuencias
publicadas de estos en diversos estudios, se construy6 un arbol filogenético neighbor
joining (NJ) utilizando el programa POPTREE2 (Takezaki, Nei & Tamura 2010). Para
ello se utilizaron datos de frecuencia alélicas de poblaciones de Europa, Africa, Medio
Oriente, China y América del Sur. En la Tabla 9 se detallan los datos de las
poblaciones incluidas, frecuencias de SNPs y publicaciones de donde fueron
obtenidas.
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Tabla 8. Polimorfismos asociados a LP identificados, genotipos observados, frecuencia de los
alelos derivados y ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg

SNPs Genotipos Observados (%) Frecuencia Alelo Ajuste
Derivado (%) HW! (p)
C/T-13910 CcC CT TT T 1,000
52 (44,8) 51 (44) 13 (11,2) 33
T/G-13915 TT TG GG G 1,000
115 (99,13) 1(0,87) 0 (0) 0,43
C/T-14011 CcC CT TT T 1,000
115 (99,13) 1(0,87) 0(0) 0,43

1: Prueba Exacta usando cadena de Markov en el programa ARLEQUIN.

Como se puede apreciar en la Figura 11, en general los nodos tuvieron valores de
Bootstrap bajos, lo que refleja un no muy buen soporte estadistico de los cllsteres
formados. Pese a esto, puede observarse que la poblacién de Tacuaremb6 forma un
cluster con las poblaciones de Europa y Sudamérica, en las que el principal
polimorfismo es C/T-13910, estando los nodos relacionados con las similitudes de
frecuencia de T-13910. Un segundo cluster incluye a las poblaciones africanas en las
gue el unico polimorfismo es G/C-14010, con frecuencias relativamente bajas del alelo
derivado C-14010, asi como a otras poblaciones que no presentan ningin SNP

asociado a LP.

Mas distantes aparecen las poblaciones de Arabia Saudita y arabes de Medio Oriente,
caracterizadas por presentar el polimorfismo T/G-13915, siendo notoria la distancia
que separa a la primera del resto de las poblaciones, lo que se explica por la elevada

frecuencia del alelo G-13915 que presenta esta poblacion.
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Tabla 9. Frecuencias de los alelos derivados de los SNPs analizados en el presente trabajo, en
diversas poblaciones de Europa, Africa, Asia, Sudamérica y Uruguay.

Poblacion N T G- C- G- C- T- G-
13910 13907 13913 13915 14010 14011 14009
Arabia Saudita?! 248 0,004 0,008 0 0,57 0 0 0
Arabes®10 40 0,13 0 0 0,105 0 0 0
Congo/Bantti/Manyanga? 11 0 0 0 0 0 0 0
Mozambique/Bantu?® 111 0 0 0 0 0 0 0
Angola/Ovimbundu3 96 0 0 0 0 0,01 0 0
Angola/Nyaneka 153 0 0 0 0 0,03 0 0
Nkhumbi?
Angola/Kuvale® 54 0 0 0 0 0,06 0 0
Italia/Cerdefia-Casos* 120 0,108 0 0 0 0 0 0
Italia/Cerdefia-Control* 120 0,217 0 0 0 0 0 0
Portugal? 447 0,402 0 0 0 0 0 0
Islas Canarias?? 551 0,365 0 0 0 0 0 0
Espafia® 221 0,37 0 0 0 0 0 0
Vascos® 85 0,66 0 0 0 0 0 0
China/Han® 100 0 0 0 0 0 0 0
Finlandial 1876 0,575 0 0 0 0 0 0
Francia® 17 0,383 0 0 0 0 0 0
Brasil/Sur/Africano” 182 0,184 0 0 0 0,005 0 0
Brasil/Sur/Europeo’ 337 0,295 0 0 0 0 0 0
Brasil/Sur/Menonitas 151 0,65 0 0 0 0 0 0
Brasil/Nordeste’ 262 0,204 0 0 0 0 0,011 0
Brasil/Norte” 200 0,175 0 0 0 0 0,005 0
Chile/lV 437 0,22 0 0 0 0 0 0
Region/Mestizos®
Ecuador/Mestizos® 488 0,137 0 0,002 0,005 0 0 0
Ecuador/Nat. 128 0,074 0 0 0 0 0 0
Americanos®
Ecuador/Afro- 125 0,08 0 0 0 0 0 0
ecuatorianos®
Uruguay/ Tacuarembo 116 0,33 0 0 0,004 0 0,004 0

1: Enattah et al 2008, 2: Breton et al 2014, 3: Coelho et al 2009, 4: Obinu et al 2010, 5: Rasinpera et al
2005, 6: Enattah et al 2007, 7: Friedrich, Santos et al 2012, 8: Fernandez et al 2016, 9: Paz y Mifio et al
2016, 10: arabes de Iraq, Libano, Palestina y Siria, 11: Manco et al 2017, 12: Almon et al 2012.

Un segundo arbol filogenético NJ se construy6 a partir de la matriz de distancias Fs
obtenida de las frecuencias génicas de C/T-13910 y G/C-14010, eliminando las

poblaciones que no tenian ninguno de estos 2 polimorfismos, con la excepcion de
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Figura 11. Arbol filogenético neighbor joining (NJ) construido a partir de una matriz de distancias
Da de las frecuencias alélicas de varios polimorfismos asociados a LP.
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SNPs: C/T-13910, C/T-14010, C/T-14011, T/G-13915, C/G-13907 y T/C-13913. Arbol obtenido con el
programa POPTREE2

China, que se mantuvo como grupo externo (Figura 12). Una vez mas la poblacion de
Uruguay (Tacuarembd) se agrupa con el resto de las poblaciones europeas y

sudamericanas en base a la frecuencia de T-13910. Por su parte, las 3 poblaciones
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africanas que carecen de T-13910 se agrupan en base a sus similitudes en la
frecuencia de C-14010, que varia entre 1 y 6%, siendo cercanas a China, que no

presenta ninguno de estos dos polimorfismos.

Figura 12. Arbol filogenético neighbor joining (NJ) construido a partir de una matriz de distancias
Fst de las frecuencias alélicas de los polimorfismos C/T-13910 y G/C-14010
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Una mejor resolucion del Arbol NJ se podria obtener con un mayor nimero de loci, si
varios de los polimorfismos estuvieran presentes en la mayor parte de las poblaciones
0 si se utilizaran micro satélites con mdultiples alelos. Pese a estas limitantes, en
general los arboles obtenidos con POPTREE2 reflejan las similitudes entre las
poblaciones comparadas, en relacion a las frecuencias alélicas de los polimorfismos

asociados a LP que estas presentan.

5.2 Muestra dirigida

A partir de la muestra dirigida a presuntos intolerantes a la lactosa (LI) se lograron
genotipar los SNPs asociados a persistencia de lactasa en 10 hipertensos de
Tacuarembd y 23 residentes en Montevideo. El principal polimorfismo identificado fue
el SNP C/T-13910, registrandose 21 genotipos homocigotas CC, 10 heterocigotas CT
y 2 homocigotas para el alelo derivado T-13910, siendo la frecuencia de este alelo en
la muestra dirigida 21,2%. Un individuo hipertenso de Tacuarembd resulté a su vez
heterocigota para el SNP C/T-14011, presentando un genotipo CC-13910. No se

identificaron otros SNPs en la region estudiada en esta muestra.

Para 21 de estos individuos, 7 hipertensos de Tacuarembd y 14 residentes en
Montevideo, se obtuvo informacion sobre ancestria individual por AIMs, mientras que
en 33 participantes, 10 hipertensos de Tacuarembd y 23 residentes en Montevideo, se
determinaron los haplogrupos de ADNmt y se asignaron a una poblacién continental
de origen. Los datos sobre origen de los participantes, consumo de leche, sintomas

digestivos y genotipos CT-13910 se resumen en la Tabla 10.
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Tabla 10. Resumen de datos de nacimiento, consumo de leche, sintomas digestivos y genotipo del
SNP C/T-13910, de la muestra dirigida de residentes en Montevideo e hipertensos de Tacuarembd.

Variables Residentes Montevideo Residentes Tacuaremb6
Nacimiento en Depto. 12 10
Nacimiento fuera del Depto. 9

Consumo Diario
Consumo Semanal

Consumo Mensual 0
Consumo Raramente/Nunca 10 10
Dolor 13 7
Distension 17 5
Diarrea 11 3
Otros 16 4
Genotipo CC 13 8
Genotipo CT+TT 10 2

5.3 Poblacion de referencia de Montevideo

Se analizaron las secuencias de 38 individuos elegidos al azar de la poblacion de
referencia de Montevideo, encontrdndose Unicamente el polimorfismo europeo C/T-
13910. Los porcentajes de los genotipos homocigota CC, heterocigota CT vy
homocigota TT fueron 52,6, 39,5 y 7,9 respectivamente (Tabla 11), resultando la
frecuencia del alelo derivado T-13910 en 27,6%, algo menor a la obtenida en la
muestra poblacional de Tacuarembd, aunque estas diferencias no resultaron

estadisticamente significativas (x>= 0,81, gl = 2, p = 0,667).

A efectos de evaluar si las diferencias observadas en las proporciones de ancestria,
tanto biparental como por linea materna, entre la muestra dirigida de residentes en
Montevideo y la muestra de referencia, resultaban significativas desde el punto de
vista estadistico, se realizaron las pruebas de Mann-Whitney y de la probabilidad
exacta de Fisher. Esta Gltima se utilizd6 por no alcanzarse los requisitos minimos de

frecuencia esperada para aplicar Chi cuadrado.
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Tabla 11. Polimorfismos asociados a LP identificados, genotipos observados y frecuencia de los
alelos derivados en la muestra dirigida y la muestra de referencia de Montevideo.

Muestra SNPs Genotipos Observados (%) Frec. Alelo
Derivado (%)

C/T-13910 CC 8 (80) CT 1 (10) TT 1 (10) 15
HTA TBO C/T-14011 CC 9 (90) CT 1 (10) TT 0 (0) 0,5
DIR MDEO C/T-13910 CC 13 (56,5) CT 9 (39,1) TT1(4,4) 24
REF MDEO C/T-13910 CC20(526)  CT 15 (39,5) TT 3(7,9) 28

HTA: Hipertensos de Tacuarembo presuntamente intolerantes a la lactosa. DIR MDEO: Muestra dirigida a
presuntos intolerantes a la lactosa residentes en Montevideo. REF MDEO: Muestra de referencia de
residentes en Montevideo y Maldonado.

En relacién a los porcentajes de ancestria por AlMs, la muestra dirigida de residentes
en Montevideo presentd en promedio un 93,3% de aporte europeo, mientras que la
contribucion africana e indigena americana se situaron en 2,5y 4,2% respectivamente.
La muestra de referencia ya contaba con informacién sobre ancestria individual
(Bonilla et al. 2015), obtenida a partir de un conjunto diferente de SNPs procesados
con el programa STRUCTURE, siendo los aportes europeo, africano e indigena de

83,5, 7,8 y 9,4% respectivamente (Figura 13).

La prueba no paramétrica de Mann-Whitney arrojé valores de p muy inferiores al limite
de significacion, calculado como a/3, para las comparaciones del aporte proporcional
europeo, africano e indigena entre la muestra dirigida de residentes en Montevideo y
la muestra de referencia, siendo estos 0,0001, <0,0001 y 0,0007 respectivamente. Por
esta razon se consider6 improcedente utilizar estas muestras en conjunto, para

evaluar la asociacion eventual entre genotipo y ancestria biparental.
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Figura 13. Aporte biparental europeo, africano e indigena de residentes en Montevideo de la
muestra dirigida (DIR) y la muestra de referencia de residentes en Montevideo (REF).
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En lo relativo a la comparacion de la frecuencia de haplogrupos de ADNmt entre
ambas muestras, se observd una mayor frecuencia de haplogrupos europeos (77%)
en la muestra de referencia, que en la muestra dirigida (74%). A su vez, se verifico una
mayor representacion de haplogrupos indigena americanos (26%) en la muestra
dirigida, en comparacién con el 16% observado en la muestra de referencia (Figura
14). Por ultimo, no se identificaron haplogrupos africanos en la muestra dirigida,
mientras que un 7% de los haplogrupos de la muestra de referencia se asignaron a

este origen continental.
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Figura 14.

Proporciéon de haplogrupos agrupados por origen continental de residentes en

Montevideo.
DIR Montevideo REF Montevideo
AFRO AFRO
I. AM. 0% I. AM. 7%

DIR: Residentes en Montevideo de la muestra dirigida. REF: Poblacion de referencia residentes

en Montevideo y Maldonado.

La prueba de probabilidad exacta de Fisher arrojé valores idénticos de p de 0,33, por

lo que no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos

muestras, pudiéndose utilizar en conjunto para evaluar asociacion entre genotipo C/T-

13910 y ancestria uniparental por via materna (Tabla 12).

Tabla 12. Comparacion de ancestria por AIMs y ADNmt entre residentes en Montevideo de la
muestra dirigida (DIR) y residentes en Montevideo y Maldonado de la muestra de referencia (REF).

Ancestria DIR Mdeo. REF Mdeo. Estadistico p
Euro AlMs 93,3 83,5 Mann-Whitney 0,0001
Afro AlMs 2,5 7,8 Mann-Whitney <0,0001
I. Am. AlMs 4,2 9,4 Mann-Whitney 0,0007
Euro ADNmt 73,9 77,2

Afro ADNmt 26,1 15,8 Prueba Exacta de Fisher 0,33

I. Am. ADNmt 0 7

Limite de significacion para Mann-Whitney:

0,0167 (a/3).
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5.4 Fenotipo y consumo de lacteos

Para definir el fenotipo presunto intolerante a la lactosa (PIL) se utilizd6 como
aproximacion la respuesta de cada participante a las preguntas de la encuesta en las
gue se indagaba sobre la asociacién percibida entre el consumo de leche y la
manifestacion de sintomas digestivos u otros. En base a este criterio, se dividio la
muestra poblacional de Tacuarembd en PIL y no intolerantes a la lactosa (NIL),
quedando conformado cada grupo por 35 (29,4%) y 84 (70,6%) individuos

respectivamente.

Como se puede apreciar en la Figura 15 mientras que mas de la mitad de NIL
consumieron leche diariamente y solo un 26% lo hizo raramente o nunca, el consumo
diario de leche se redujo a un 6% en PIL, predominando en este grupo quienes
consumian raramente o nunca este alimento, con un 70 %. Estas diferencias se vieron
reflejadas tanto en el resultado de la prueba de Chi cuadrado, donde se obtuvo un
valor de p muy inferior al limite de significacion, como en el valor obtenido para la V de
Cramer (V = 0,53) que sugiere una fuerte asociacion entre estas dos variables. En la

Tabla 13 se resumen los resultados de esta comparacion.

Figura 15. Comparacion de frecuencia de consumo de leche (%) entre presuntos intolerantes a la
lactosa (PIL) y no intolerantes a la lactosa (NIL).
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Tabla 13. Comparacién de frecuencias de consumo de leche entre PIL y NIL.

Frecuencia PIL NIL Valor x2 \Y gl p
Diaria 2 52
Semanal/Mensual 9 10

33,3 0,53 3 <0,0001
Raramente 10 13
Nunca 14 9

Pruebas de Chi Cuadrado y V de Cramer.

Como se observa en la Figura 16 las frecuencias de consumo de derivados lacteos
tienden a ser similares entre PIL y NIL, aunque se visualiza un mayor porcentaje de
individuos NIL que consumen diaria 0 semanalmente estos productos y una mayor
proporcion de PIL que los consumen raramente. En efecto, al realizar la prueba de Chi
cuadrado no se encontré evidencia estadisticamente significativa que sustente la
asociacion entre el consumo de derivados lacteos y el fenotipo (ver Tabla 14), lo que

se condice con el valor bajo obtenido de la V de Cramer (V = 0,15).

Figura 16. Comparacion de frecuencia de consumo de derivados lacteos (%) entre presuntos
intolerantes a la lactosa (PIL) y no intolerantes a la lactosa (NIL).
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Tabla 14. Comparacion de frecuencias de consumo de derivados lacteos entre PIL y NIL.

Frecuencia PIL NIL Valor x? \Y gl p
Diaria 9 24

Semanal/Mensual 11 32 2,38 0,15 2 0,30
Raramente/Nunca 15 22

Pruebas de Chi Cuadrado y V de Cramer.

En suma, la percepciéon de que el consumo de leche fluida esta asociado a la aparicién
de diversos sintomas, fundamentalmente digestivos, llevd a que los individuos PIL
mostraran una frecuencia de consumo de este producto significativamente menor a la
de aquellos no afectados por tal condicion. Pese a esto, es importante remarcar que
algo mas de un quinto del grupo de no intolerantes declar6 consumir leche raramente
0 nunca, pese a no asociar esto a la presentacion de manifestaciones clinicas

compatibles con intolerancia a la lactosa.

5.5 Fenotipo y genotipo C/T-13910

Para evaluar la asociacion entre fenotipo PIL o NIL y el genotipo del polimorfismo C/T-
13910, se conformaron dos grupos, uno integrado por NIL de la muestra poblacional
de Tacuarembd (N=80) y otro constituido por la totalidad de PIL (N=57), incluyendo la
muestra poblacional de Tacuarembd y la muestra dirigida. Para cada grupo se
contabilizaron los genotipos CC, CT y TT a efectos de poder comparar las frecuencias

de cada uno entre estos grupos (Figura 17).
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Figura 17. Frecuencia porcentual de los genotipos CC, CT y TT del polimorfismo C/T-13910 en
presuntos intolerantes a la lactosa (PIL) y no intolerantes a la lactosa (NIL).
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Mientras que en el grupo PIL practicamente dos tercios resultaron homocigotas para el
alelo C-13910, en NIL la frecuencia conjunta de heterocigotas CT mas homocigotas TT
lleg6é al 63 por ciento. Considerando que el modelo de herencia propuesto para la
Persistencia de Lactasa (LP) es de dominancia del alelo derivado T-13910, se destaca
que un 36,25 por ciento de NIL presentaron un genotipo asociado a hipolactasia tipo
adulto (AH) y eventualmente a intolerancia a la lactosa. Por otro lado, un 35 por ciento
de PIL presentaron genotipos asociados a LP (CT y TT) lo que resulta llamativo si se
considera que estos individuos deberian ser capaces de producir lactasa en cantidad

suficiente para no experimentar sintomas digestivos al consumir leche.

Para evaluar la existencia de sustento estadistico para la asociacion entre el genotipo
C/T-13910 y el fenotipo en relacion a la tolerancia a la lactosa, se llevaron a cabo las
pruebas de Chi cuadrado y V de Cramer, obteniéndose evidencia estadisticamente
significativa de esta asociacion (p = 0,0041) con una fuerza apreciable (V = 0,28)

(Tabla 15).
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Tabla 15. Comparacién de frecuencia de genotipos CC, CT y TT del polimorfismo C/T-13910 entre
presuntos intolerantes a la lactosa (PIL) y no intolerantes a la lactosa (NIL)

Fenotipo CcC CT TT Valor x? \Y gl p
PIL 37 16 4

11 0,28 2 0,0041
NIL 29 42 9

Pruebas de Chi cuadrado y V de Cramer.

Con el fin de evaluar la naturaleza de la asociacion entre fenotipo y genotipo, se
construy6 una tabla de contingencia de 2 x 2, incluyendo los 2 fenotipos, PIL y NIL y
los genotipos CC por un lado y CT+TT por el otro, asumiendo la dominancia del alelo
derivado T-13910. En base al resultado de Odds Ratio obtenido (OR=3,25), existe
evidencia estadistica que sustenta que, para las condiciones de este estudio, los
individuos que presentan un genotipo CC tienen una probabilidad de presentar un
fenotipo PIL 3 veces mayor que los que presentan un genotipo CT o TT. Sin embargo,
tanto el Kappa no ponderado de Cohen obtenido (0,28) como la proporcién entre el
Kappa observado y el maximo posible (0,32) sugieren una pobre concordancia entre

fenotipo PIL y genotipo CC, o entre fenotipo NIL y genotipo CT mas TT (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis de asociacion y concordancia entre el genotipo C/T-13910 y el fenotipo en
relacion a tolerancia a la lactosa, asumiendo dominancia del alelo T-13910.

Geno/Feno NIL PIL  Valor p OR Kappa (IC%)? Kappa Obs
X2 ([ /Kappa Max
cC 29 37 9,83 0,0017 3,25 0,28 (0,12 - 0,44) 0,32
(1,6 —
CT+TT 51 20
6,62)

NIL: no intolerantes a la lactosa, PIL: presuntos intolerantes a la Iactpsa. Valor de Chi cuadrado
corregido por Yates. 1: Odds Ratio e intervalo de confianza 95%. 2: Indice Kappa no ponderado
de Cohen e intervalo de confianza 95%.
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Interesantemente, tanto los 2 individuos que resultaron heterocigotas para el
polimorfismo C/T-14011, como el que presentd un genotipo heterocigota para el SNP
T/G-13915, estaban incluidos en el grupo PIL, pese a que ambas variantes han sido
asociadas a persistencia de lactasa. Como se sefialé anteriormente, estos 3 individuos
fueron todos genotipados como CC para el polimorfismo C/T-13910, evidenciandose

concordancia en este caso con el fenotipo observado.

5.6 Genotipo, fenotipo inferido y consumo de leche

Considerando las discrepancias observadas entre el genotipo para la variante C/T-
13910 y el fenotipo (PIL o NIL), bajo el supuesto de dominancia del alelo derivado T-
13910, se conformaron dos grupos basados en el genotipo observado. Por un lado, se
agruparon los individuos que presentaron el genotipo homocigota CC, mientras que
por el otro se conformd un grupo que incluyd individuos heterocigotas CT y
homocigotas TT. Para evaluar la relacién entre el fenotipo, inferido a partir del genotipo
observado, y la frecuencia de consumo de leche fluida, dentro de cada grupo se

contabilizaron las distintas frecuencias declaradas (ver Figura 18).

Figura 18. Comparacion de frecuencia de consumo de leche fluida entre el grupo CC (fenotipo
inferido AH) y el grupo CC+CT (fenotipo inferido LP).
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El grupo de fenotipo inferido AH (genotipo CC) presenté un 34% de individuos que
declararon consumir leche diariamente, mientras que en el grupo de fenotipo inferido
LP (genotipo CT mas TT) esta frecuencia fue informada por un 58% de los
participantes. A la inversa, un 32% de los individuos de fenotipo inferido AH declararon
que nunca consumieron leche fluida durante el dltimo afio, ubicandose en 7% quienes
declararon esto en el grupo de fenotipo inferido LP. Se realizé la prueba de Chi
cuadrado a partir de estas frecuencias observadas, obteniéndose evidencia
significativa (p=0,005) de que la frecuencia de consumo de leche fluida esté asociada
al fenotipo inferido a partir del genotipo C/T-13910 (ver Tabla 17). A su vez, el valor
obtenido de la V de Cramer (V = 0,35) sugiere una asociacion relativamente fuerte
entre estas variables, aunque de menor magnitud que la obtenida al comparar fenotipo
y consumo de leche (V = 0,53), hecho atribuible a la pobre concordancia entre fenotipo

y genotipo C/T-13910 comentada arriba.

En sintesis, pese a las discrepancias entre fenotipo observado (PIL y NIL) y genotipo
C/T-13910, bajo el supuesto de dominancia del alelo derivado T-13910, en este trabajo

se puso de manifiesto que el genotipo, y por ende el fenotipo inferido, estan

Tabla 17. Evaluacion de la asociacion entre fenotipo, inferido a partir del genotipo C/T-13910, y la
frecuencia de consumo de leche fluida en la muestra poblacional de Tacuarembd.

Cons. Leche Genotipo Genotipo Valor x? \% gl p
CC CC+CT
Diario 16 34
Sem./Mensual 8 8
12,85 0,35 3 0,005
Raramente 8 13
Nunca 15 4

Prueba de Chi cuadrado y V de Cramer
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significativamente asociados al patron de consumo de leche en la muestra poblacional
de Tacuarembd. De este modo, aquellos individuos de fenotipo inferido AH tendieron a
tener una menor frecuencia de consumo de leche que los individuos que presentan un

fenotipo inferido LP.

5.7 Genotipo y ancestria biparental

Buscando analizar la asociacién entre genotipo C/T-13910 y ancestria biparental por
AlMs, se conformaron dos grupos a partir de la muestra poblacional de Tacuarembd,
uno integrado por individuos con genotipo CC (N=31) y otro compuesto por
heterocigotas CT y homocigotas TT (N=28). Para esta decision se considero el origen
europeo del alelo derivado T-13910, asi como la asociacion entre genotipo CCy PIL y

entre genotipos CT mas TT y NIL.

En promedio, el grupo CC tuvo un menor aporte porcentual europeo que el grupo CT
mas TT, ubicandose los valores en 77,7 y 83,6% respectivamente, mientras que la
contribucion africana fue sensiblemente mayor en el grupo CC (9,4%) que en el grupo
CT més TT (4,6%). La proporcion indigena americana resultd similar en ambos
grupos, arrojando valores de 12,9% para CC y 11,8% CT mas TT. En la Figura 19 se

presenta un grafico de cajas para ilustrar esta comparacion.

Para analizar si estas diferencias en el aporte biparental resultaban significativas
desde el punto de vista estadistico, se realiz6 la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney para comparar en forma pareada cada aporte continental, ajustando el limite
de significacién para dar cuenta de la multiplicidad de comparaciones. Los resultados
de esta prueba indicaron la no existencia de diferencias estadisticamente significativas
en la contribucion proporcional europea, africana e indigena entre los grupos CCy CT

méas TT (ver Tabla 18).
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Figura 19. Comparacion del aporte biparental europeo, africano e indigena americano del grupo CC
con el del grupo CT+TT de la muestra poblacional de Tacuarembo.
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Tabla 18. Comparacion de la proporcién de aporte biparental europeo, africano e indigena
americano entre los grupos CC y CT+TT de la muestra poblacional de Tacuarembé.

AlMs CC Tacuarembo N CT+TT Tacuarembd N p

Prop. Euro 77,7 83,6 0,539
Prop. . Am. 12,9 31 11,8 28 0,779
Prop. Afro 9,4 4,6 0,121

Prueba no paramétrica de Mann-Whitney para muestras independientes. Limite de significacion (a/3):
0,0167.

En suma, pese a que se observo cierta tendencia a que los grupos conformados por
individuos con genotipo CC tuvieran un menor aporte europeo y una mayor
contribucién africana e indigena, en comparacion con los grupos integrados por
individuos de genotipos CT y TT, este hallazgo no tuvo sustento estadistico para que

tales diferencias puedan ser consideradas significativas.
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5.8 Genotipo y ancestria por ADNmt

Con el objetivo de evaluar la asociacion entre el genotipo para el polimorfismo C/T-
13910 y la ancestria uniparental obtenida a partir del andlisis del ADNmt, se
conformaron dos grupos a partir de la muestra poblacional de Tacuarembé integrada
también por hipertensos genotipados, siguiendo los mismos criterios detallados antes.
Para cada grupo se determind la frecuencia de haplogrupos europeos, africanos e

indigena americanos, a efectos de poder comparar sus proporciones.

Tanto el grupo CC (N=45) como el CT mas TT (N=51) presentaron proporciones de
haplogrupos indigenas, europeos y africanos muy similares, siendo sus porcentajes de
53, 31 y 16 respectivamente para el primero, y de 51, 35 y 14 respectivamente para el
segundo (Figura 20). Pese a esta similitud, se examinaron estas frecuencias utilizando
las pruebas de Chi cuadrado y V de Cramer en una tabla de 3 x 2, para evaluar su

significancia estadistica.

Figura 20. Comparacion del aporte materno indigena americano, europeo y africano entre el grupo
con genotipo CC-13910 y el grupo con genotipo *T-13910 de la muestra poblacional integrada con
hipertensos de Tacuarembd.

CC-13910 *T-13910

AFRO AFRO
16% 14%

Como era dable esperar, los resultados de las pruebas estadisticas reflejaron la

similitud observada en las proporciones ancestrales, no encontrandose evidencia
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estadisticamente significativa que sugiera asociacion entre genotipo C/T-13910 y
ancestria uniparental materna. En la Tabla 19 se resumen los resultados de esta

comparacion.

De igual manera se compararon las proporciones parentales europea, africana e
indigena entre los grupos CC (N=33) y CT mas TT (N=26) de la muestra combinada
de residentes en Montevideo y Maldonado (PIL mé&s muestra de referencia)
obteniéndose 79, 3y 18% respectivamente en el primero y 77, 8 y 15 respectivamente
en el segundo. Al igual que ocurrié con la muestra de Tacuarembd, dada la similitud de
estas proporciones en ambos grupos, tanto la prueba de Chi cuadrado (europeo/no
europeo) como la prueba exacta de Fisher para las 3 parentales, arrojaron resultados
no significativos (p = 0,89 y 0,78 respectivamente), sugiriendo también la no

asociacion entre genotipo C/T-13910 y ancestria uniparental materna.

Tabla 19. Comparacion de la frecuencia de haplogrupos indigena americanos, europeos y
africanos entre los grupos CC y CT mas TT en las muestras de Tacuarembd y Montevideo.

ADNmt Muestra CC CT+TT Valor x? \Y; gl p
. Am. 24 26
Ne)
E
Euro. o 14 18 021 0,05 2 0,90
S
[$)
Afro. & 7 7
I. Am. ° 6 4 0,02! 0,02 1 0,89
3
Euro > 26 20
[
5
Afro. = 1 2

Pruebas de Chi cuadrado y V de Cramer. 1: Comparacion entre N° haplogrupos europeos y no europeos
corregido por Yates.

5.9 Ancestria biparental seqgiin ADNmt

Con el fin de analizar la relacién entre la ancestria estimada por AIMs y la obtenida a
partir del ADNmt, se conformaron 2 grupos a partir de la muestra poblacional de

Tacuarembd. En el primero se incluyeron los individuos que presentaron haplogrupos
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no europeos (N=36) mientras que en el segundo se agruparon Unicamente individuos
de ancestria mitocondrial europea (N=19). Las proporciones promedio de aporte
biparental europeo, africano e indigena americano fueron 78, 8 y 15% respectivamente

en el grupo no europeo y 85, 6 y 8% en el grupo europeo (ver Figura 21).

Pese a que se observd cierta tendencia a una mayor proporcion del aporte parental
europeo, acompafiada de una menor contribucion porcentual del componente
indigena, en el grupo de individuos con ancestria materna europea, se analizd su
significancia estadistica a través de la prueba de Mann-Whitnhey. Las diferencias
registradas entre ambos grupos en las proporciones europea, africana e indigena no
resultaron estadisticamente significativas, siendo los valores de p 0,27, 0,50 y 0,17

respectivamente (ver Tabla 20).

Figura 21. Comparacion del aporte biparental europeo, africano e indigena americano segun la
ancestria materna en la muestra poblacional de Tacuarembd.
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MtNE: ancestria materna no europea. MtE: ancestria materna europea.
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En base a estos resultados, se puede concluir que no existe evidencia de asociacion
entre la ancestria materna obtenida del analisis de los polimorfismos del ADNmt y la
ancestria biparental estimada a partir del genotipado del panel de AlMs, en la muestra
poblacional de Tacuaremb6. De todos modos se requiere cautela considerando el

tamanfio pequeifio de los grupos comparados.

Tabla 20. Comparaciéon de las proporciones biparentales entre grupos con ancestria materna no
europeay europea, dentro de la muestra poblacional de Tacuarembd.

Ancestria AlMs Haplo. No Eur. Haplo. Eur. p

Europea 0,78 0,85 0,269
Africana 0,08 0,06 0,495
I. Americana 0,15 0,08 0,167

Prueba no paramétrica de Mann-Whitney, limite de significacion (a/3): 0,0167.

6 Discusién

En el presente trabajo se estudié por primera vez en una poblacion de Uruguay la
region gendmica que comprende el intron 13 del gen MCM®6, con demostrada actividad
potenciadora de la expresion del gen LCT, en la que se ubican la mayor parte de los
polimorfismos asociados al fenotipo lactasa persistente (LP). Teniendo en cuenta los
antecedentes que describian a la poblacion uruguaya en general y a la de
Tacuarembd en particular, como moderadamente mestizada, con una contribucion
europea predominante y modestos aportes de africanos e indigena americanos a nivel
autosémico (Sans et al. 1997; Bonilla et al 2004; Hidalgo et al 2005), resultaba
esperable que el principal polimorfismo observado fuera C/T-13910 (rs4988235) que

presenta su maxima frecuencia en poblaciones europeas.
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6.1 Ancestria genética

Estudios realizados en el departamento de Tacuarembd habian estimado el aporte
parental autosdmico utilizando marcadores clasicos (grupos sanguineos, enzimas
eritrocitarias y proteinas séricas) vy diferentes aproximaciones metodologicas
(identidad génica, y maxima verosimilitud), encontrando porcentajes de aporte
europeo, africano e indigena de 65, 15 y 20% respectivamente (Sans, Salzano &
Chakraborty 1997). Si se compara con los resultados obtenidos en el presente estudio,
se puede evidenciar un mayor aporte europeo promedio (80,4%) mientras que las
proporciones ancestrales africana e indigena fueron menores, 6,9 y 12,7%
respectivamente. Si bien se mantiene la relaciéon entre los aportes continentales, se
aprecia una estimacioén mayor del componente europeo en detrimento del componente
no europeo. Estas diferencias podrian estar relacionadas fundamentalmente con el
método utilizado para estimar ancestria (marcadores clasicos vs AIMs), aunque
diferencias en el perfil socioeconémico de los individuos muestreados o en sus
caracteristicas genealdgicas podrian también estar influenciando los resultados.
Ademas, se debe tener en mente que entre ambos estudios ha transcurrido
practicamente una generacion. Los porcentajes promedio de aporte europeo, africano
e indigena, obtenidos con el mismo set de AlMs y utilizando también el programa
STRUCTURE, a partir de una muestra de hipertensos de Tacuarembd (Flores 2019),
fueron 73,4, 7,9 y 18,6% respectivamente. Si bien las proporciones de ancestria
continental tendieron a ser mas similares, el menor porcentaje de aporte europeo y el
mayor porcentaje de aporte nativo americano, se vieron reflejados en los resultados de
las pruebas de Mann-Whitney, con valores p de 0,011 y 0,012 respectivamente,
ambos inferiores a a/3. Una posible explicacion para estas discrepancias podria
radicar en los diferentes criterios utilizados para la seleccién de los individuos que
integraron estas muestras. Mientras que para integrar la muestra de hipertensos, los

individuos y sus padres debian haber nacido en la regién Nordeste (Flores 2019), los
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individuos de la muestra poblacional de Tacuarembd, asi como sus progenitores,
podian haber nacido fuera de la regiébn. En efecto, al comparar la muestra de
hipertensos con la sub-muestra de 35 individuos de la muestra poblacional de
Tacuarembd cuyos dos progenitores habian nacido en este departamento, las
diferencias aparecian algo mas atenuadas, siendo los porcentajes de aporte promedio
europeo, africano e indigena de 80,4, 6,2 y 13,4 respectivamente. Los resultados de la
prueba de Mann-Whitney en este caso arrojaron valores-p de 0,038 y 0,046 para las
proporciones de europeos e indigenas respectivamente, estando estos por encima del

limite de significancia a/3 (0,0167).

La muestra dirigida a PIL residentes en Montevideo resultdé ser significativamente
diferente a la muestra de referencia de residentes en Montevideo y Maldonado,
usuarios de IAMC (Bonilla et al. 2015), en las contribuciones biparentales europea,
africana e indigena americana: 93,3 y 83,5% (p=0,0001), 2,5y 7,8% (p<0,0001) y 4,2y
9,4% (p=0,0007) respectivamente. Si bien el tamafio pequefio de esta muestra (N=14)
requiere que estos resultados se analicen con cautela, se puede observar que el
aporte europeo resulté similar al comunicado por Sans y cols., (1997) (92%) quienes a
Su vez encontraron una mayor contribucién africana (7%) y una muy baja proporcién
indigena (1%) en una muestra de Montevideo (Sans, Salzano & Chakraborty 1997).
Por su lado, los resultados de la estimacion de ancestria biparental de usuarios de
IAMC de Montevideo y Maldonado, fueron muy similares a los reportados por Hidalgo
y cols., (2005) en una muestra obtenida en Montevideo, quienes encontraron aportes
europeo, africano e indigena de 84,1, 5,6 y 10,4% respectivamente (Hidalgo et al.

2005).

En lo referente a la ancestria por ADNmt, las proporciones de haplogrupos europeos,
africanos e indigena americanos se habian estimado en 21, 17 y 62%
respectivamente, a partir de una muestra de individuos que se atendieron en el

Hospital Regional de Tacuarembo en el periodo 1991-1992 (Bonilla et al. 2004). Estos
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valores difieren de los obtenidos en este trabajo para la muestra poblacional de
Tacuarembo, evidenciandose un menor aporte materno indigena (48%), una mayor
contribuciéon europea (33%) y similar proporcién de haplogrupos africanos (19%). La
muestra de hipertensos de Tacuarembd (Flores 2019) presentd porcentajes de
haplogrupos europeos, africanos e indigenas de 32, 8 y 60% respectivamente, y al ser
comparada con la muestra poblacional presento un valor-p de 0,055, apenas superior
al umbral de significancia (0,05). La menor proporcién de haplogrupos indigenas
observados en este trabajo podria explicarse quizas por los criterios mas laxos, en
torno al lugar de nacimiento de los individuos y sus progenitores, aplicados para la
conformacion de la muestra poblacional de Tacuarembd. De hecho, al excluir aquellos
individuos hijos de madres no nacidas en este departamento, la contribucién materna
indigena ascendi6 a 58%, fundamentalmente a expensas de una disminucién del
aporte europeo (25%), manteniéndose relativamente constante la proporcion de
haplogrupos africanos (17%). Llamativamente, estas proporciones resultaron muy
similares a las observadas en el estudio de Bonilla y cols., (2004) realizado a partir de
muestras obtenidas en el Hospital Regional de Tacuarembd una generacion atras
(Bonilla et al. 2004). En 2011, un 13,9% de los residentes en el Departamento de
Tacuarembd habian nacido en otros Departamentos del Uruguay (95,4%) o en otro
pais (4,6%), constituyendo los inmigrantes recientes (de 2006 en adelante) un 4,6%
del total de la poblacién, siendo mayoritariamente uruguayos provenientes de otros
Departamentos (92,2%) o del exterior (4%) (Instituto Nacional de Estadistica INE
2013). Por tanto, una posible explicacién a las diferencias observadas, tanto en la
ancestria biparental como en la materna, entre la muestra poblacional de Tacuarembo
y las muestras utilizadas en estudios anteriores podria ser la inmigracion reciente

hacia el departamento, aunque se requeririan mas datos para probar tal hipotesis.

En residentes en Montevideo, se habia estimado la frecuencia de haplogrupos

indigena americanos en 20%, mientras que el restante 80% correspondi6 a
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haplogrupos no nativo americanos sin discriminar (Gascue et al. 2005). Bonilla y cols.,
(2015) a su vez, encontraron contribuciones parentales europea, africana e indigena
de 56, 8 y 37% respectivamente, en una muestra obtenida de hospitales publicos y
clinicas privadas localizadas en distintas regiones del Uruguay (Bonilla et al. 2015).
Considerando especificamente la muestra de residentes en Montevideo, los aportes
fueron 53% europeo, 9% africano y 35% indigena, no encontrdndose diferencias
significativas al comparar con la muestra de mujeres nacidas en Montevideo (Sans et
al. No publicado). En este mismo trabajo, se encontraron diferencias significativas en
la proporciones de aporte europeo, africano e indigena, entre usuarias de Servicios de
Salud del Estado (ASSE) y usuarias de IAMC, siendo los aportes 52, 8 y 40%
respectivamente para las primeras, y 69, 12 y 20% respectivamente para las
segundas. Al ponderar por el porcentaje de la poblacion montevideana que se atiende
en ASSE, Sans y cols., ajustaron la estimacion del aporte europeo, africano e indigena
para Montevideo en 64, 11 y 25% (Sans et al. No publicado). Tomando en
consideracién lo anterior, para comparar las proporciones de ancestria por linea
materna obtenidas en el presente trabajo en la muestra dirigida a PIL residentes en
Montevideo, se tomd como referencia una muestra de residentes en Montevideo y
Maldonado, usuarios de IAMC, que presentaron proporciones de haplogrupos
europeos, africanos e indigenas de 77, 7 y 16% respectivamente. De los 23 individuos
PIL de Montevideo, un 74% se asignaron a haplogrupos europeos y un 26% a
haplogrupos indigenas, no encontrandose haplogrupos de origen africano. No se
evidenciaron diferencias significativas en la ancestria materna entre PIL de
Montevideo y la muestra de referencia de Montevideo, lo que permiti6 analizar la
asociacion entre ancestria por ADNmt y genotipo C/T-13910 combinando ambas
muestras. Sin embargo, no se puede descartar un posible efecto aleatorio asociado al

tamafo pequeiio de la muestra de PIL en el resultado obtenido.
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6.2 Polimorfismos asociados a LP

En la muestra poblacional de Tacuarembd, que presentd un aporte europeo promedio
de 80,4% a nivel autosémico, la frecuencia de la variante asociada a LP: T-13910 se
ubic6 en el 33%. La comparacion con otras poblaciones sudamericanas muestra que
Tacuarembd presentd una frecuencia de T-13910 muy similar a la de otras
poblaciones de origen predominantemente europeo, como eurobrasilefios, que
presentaron una frecuencia de 33% para esta variante en Curitiba (Boschmann et al.
2016) y de 29,5 % en Porto Alegre (Friedrich, Santos, et al. 2012). Por otro lado, la
frecuencia de T-13910 obtenida en este trabajo resulté mayor que la informada para
otras poblaciones mestizas del continente, caracterizadas por presentar una menor
contribucién europea: 22% en el centro de Chile (Fernandez et al. 2016), 20,4 % en el
nordeste de Brasil, 17,5% en el norte de Brasil (Friedrich, Santos, et al. 2012) y 10%
en el Caribe colombiano (Mendoza-Torres et al. 2009). Estos resultados refuerzan la
hipotesis de que la variante T-13910 fue introducida por los inmigrantes europeos que
han estado arribando al continente americano desde el inicio del proceso de
colonizacion, por lo que su frecuencia esta fuertemente influenciada por la proporcion

de ancestria europea de la poblaciéon estudiada (Paz y Mifio et al. 2016).

Fundada en 1832 como una avanzada para controlar la frontera con Brasil, la ciudad
de Tacuarembd recibi6 mayormente a pobladores de origen brasilefio portugués,
aungue algunas familias de ancestria espafiola e italiana se trasladaron desde
Montevideo para radicarse en la zona a posteriori de su fundacién (Bonilla et al. 2004).
Considerando la historia demogréafica de Tacuarembdé y el predominio del aporte
biparental europeo encontrado en el presente trabajo, se podria especular con que la
frecuencia del alelo derivado T-13910 sea similar, quizas algo menor, a la observada
en la peninsula ibérica. En efecto, se han informado frecuencias de T-13910 de 40,2%
en el centro-norte de Portugal (Manco et al. 2017), de 37% en Espafa (Rasinpera et

al. 2005) y de 36,5% en Islas Canarias (Almon, Alvarez-Le6n & Serra-Majem 2012)
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ajustandose aceptablemente a lo esperado considerando la informaciéon demogréfica
disponible. De hecho, la frecuencia de T-13910 observada en las poblaciones
sudamericanas no depende solo de la proporcion del aporte parental europeo, sino
también de la frecuencia de este alelo en la poblacion de origen. De este modo, la
diferencia observada en las frecuencias del alelo derivado europeo entre menonitas de
Parand, al sur de Brasil, (65%) y eurobrasilefios de ese mismo Estado (33%) refleja
este fendmeno, atribuible en parte al efecto fundador de estas poblaciones
(Boschmann et al. 2016). Como se planteé en los antecedentes, la frecuencia del alelo
T-13910 en Europa varia notablemente, siendo de 73 a 87% en las Islas Britanicas,
66% en vascos, 52% en alemanes, 45 a 58% en austriacos, 54 a 62% en Finlandeses,
40% en portugueses, 37% en espafioles, 38% en franceses, 15 a 28% en pueblos
fino-ugricos del noreste de Europa, llegando a su frecuencia minima en el sur de ltalia,
con un 6% (Mulcare et al. 2004; Rasinpera et al. 2005; Enattah et al. 2007; 2008;
Kruttli et al. 2014; Manco et al. 2017). Por tanto, la composicién del aporte parental
europeo tiene influencia en la frecuencia de este alelo en poblaciones del nuevo
mundo. Asi, poblaciones de origen predominantemente britAnico, como
eurodescendientes de Utah (Estados Unidos) y Nueva Zelanda, presentan frecuencias

de T-13910 de 74 y 72% respectivamente (Enattah et al. 2007; Nolan et al. 2010).

Las otras variantes asociadas a LP halladas en este trabajo ya habian sido
previamente encontradas, también en muy bajas frecuencias, en otros estudios
realizados en Sudamérica. La variante G-13915 (rs41380347) que en Tacuarembo
presentd una frecuencia de 0,4%, apareci6 en un 0,5% de mestizos de Ecuador (Paz y
Mifio et al. 2016). Por su parte, el alelo derivado T-14011 (rs4988233), cuya frecuencia
en Tacuarembo fue de 0,4%, habia sido encontrado en poblaciones del nordeste y
norte de Brasil, presentando frecuencias de 1,1 y 0,5% respectivamente (Friedrich,
Santos, et al. 2012). El alelo G-13915 presenta su maxima frecuencia en Arabia

Saudita, donde llega al 57%, exhibiendo frecuencias de 10% en otras poblaciones
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arabes de Cercano Oriente, mientras que en el norte y este de Africa, su frecuencia es
de 9,4 y 3,9% respectivamente (Enattah et al. 2008; Ranciaro et al. 2014). El alelo
derivado T-14011 aparece en muy bajas frecuencias en diversas poblaciones de
Europa, India e Irdn, variando entre 1,5% en suecos y 0,4% en rusos e italianos. Pese
a la evidencia que sugiere su funcionalidad in vitro incrementando la expresion de
genes reporteros, y a que tiende a aparecer en contextos haplotipicos iguales o muy
similares, T-14011 es un alelo muy raro y de distribucién geografica dispersa, como
para que pueda sugerirse un eventual efecto de la seleccién sobre este (Liebert et al.
2016). La variante G-13915 aparecié en un individuo homocigota para el alelo
ancestral C-13910, coincidentemente con lo informado previamente en Ecuador (Paz y
Mifio et al. 2016), mientras que T-14011 también aparece en un individuo de genotipo
CC-13910. Estos hallazgos estarian en consonancia con la hipétesis del origen
independiente de estos alelos, incluso apareciendo en contextos haplotipicos
diferentes (G-13915), tal como ha sido propuesto por diversos autores (Enattah et al.

2008; Liebert et al. 2016).

En este trabajo no se encontrd el alelo derivado C-14010 (rs145946881), también
asociado a persistencia de lactasa, el que si habia sido identificado previamente en un
individuo heterocigota de ancestria africana en Porto Alegre, al sur de Brasil (Friedrich,
Santos et al. 2012). Esta variante es relativamente comun en algunos pueblos del este
africano, donde alcanza frecuencias de entre 15 y 46% en Tanzania y 21 a 58% en
Kenia (Tishkoff et al. 2007; Schlebusch et al. 2013; Ranciaro et al. 2014). También se
ha encontrado en menor frecuencia en el sur de Africa, variando de 2 a 36 % en
diversos pueblos de la region del Kalahari (Namibia, Botswana) y de 3 a 13% en
pueblos de Sudéfrica (Macholdt et al. 2014, Breton et al. 2014; Ranciaro et al. 2014).
La poblacién afro descendiente de Tacuarembé tiene su origen fundamentalmente en
los esclavos que llegaron acompafiando a familias Brasilefias que se radicaron en esta

region durante el siglo XIX, o aquellos que directamente escapaban del Brasil (Pi &
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Vidart 1969). Si se toma en consideracion que la mayor parte de los esclavos africanos
que arribaban al Brasil eran embarcados en Africa Central Occidental (Loango y
Angola) o en la ensenada de Benin (Borucki 2011), no seria esperable que la
frecuencia de C-14010 fuera significativa. De hecho, en diversos pueblos bantles de
Congo y Angola, la frecuencia de este alelo derivado es baja, variando entre 0 y 6%

(Coelho et al. 2009; Breton et al. 2014).

6.3 Genotipo, fenotipo y consumo de lacteos

Considerando los antecedentes disponibles sobre intolerancia a la lactosa (LI) en
Uruguay, la frecuencia poblacional de presuntos intolerantes a la lactosa (PIL) resultd
algo menor (29,6%) que la informada previamente (40%) en un estudio clinico
aleatorio (Maggi et al. 1987). Es importante tener en cuenta que en el citado estudio se
les administrd a los participantes una solucién de lactosa equivalente a 1 litro de leche,
mientras que el consumo de leche fluida en la muestra estudiada probablemente se
limitara a pequefas cantidades, lo que por si solo puede hacer que individuos con
hipolactasia tipo adulto (AH) no experimenten sintomas de LI (Lomer, Parkes &
Sanderson 2008). Volviendo al estudio de Maggi y col., (1987) un 38,5% de los
individuos clasificados como hipolactasicos resultaron asintoméaticos, pese a haber
consumido una importante dosis de lactosa (Maggi et al. 1987). Si se traslada este
fendmeno a la muestra poblacional de Tacuarembd, cabria esperar que el porcentaje
de AH en ésta fuera de 48%. En efecto, si se asume que todos los individuos con
genotipo CC para el polimorfismo C/T-13910 son AH, y la frecuencia de este genotipo
fue de 44,8%, se estaria evidenciando un buen ajuste entre la frecuencia genotipica

observada y la frecuencia proyectada del fenotipo AH bajo estos supuestos.

Sin embargo, no todos los PIL de la muestra poblacional de Tacuarembd presentaron
un genotipo CC, encontrandose un 30% que presentaron al menos una copia del alelo

derivado T-13910, por lo que asumiendo dominancia, deberian haber presentado un
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fenotipo LP. Este fendmeno ya habia sido puesto de manifiesto mediante ensayos
clinicos ciegos en los que se encontrd una débil asociacion entre LI auto reportada y el
desempefio en las pruebas diagndsticas. En efecto, se ha reportado que 40% de
intolerantes autodeclarados no presentaron sintomas luego del consumo de una
solucion de lactosa (Deng et al. 2015). Asimismo, se ha informado una pobre
correlacion entre los resultados obtenidos con el test de hidrégeno expirado (H2BT)
para el diagnéstico de malabsorcion de lactosa y la LI auto reportada (Yang et al.
2013), poniendo de manifiesto que una proporcion de LI autodeclarados no son
hipolactasicos y que solo una parte de los individuos con deficiencia de lactasa
desarrollan sintomas luego de ingerir lactosa. El primer fenédmeno se ha relacionado
con diversos factores como la intolerancia a polioles, mono, di y oligosacéaridos
fermentables presentes en la dieta, enfermedades que afectan el tracto digestivo
superior provocando malabsorcidbn secundaria (giardiasis, sobrecrecimiento
bacteriano, celiaquia) o la enfermedad inflamatoria intestinal (Szilagyi 2015). El
segundo fendbmeno se ha asociado con la adaptacion del microbioma de individuos
AH al consumo continuado de lactosa, que lleva a modificaciones en el metaboloma y
reduce los efectos de la malabsorcion de este disacarido (Deng 2015; Szilagyi,
Galiatsatos & Xue 2016). De hecho, de un total de 29 individuos NIL que presentaron
el genotipo asociado a AH (CC-13910) en la muestra poblacional de Tacuarembé, 15
declararon consumir leche diariamente. En base a lo discutido antes, resulta plausible
que en estos individuos se haya generado un proceso adaptativo en su microbioma
intestinal, inducido por el consumo continuo de lactosa, que condujo a la no
percepcion de sintomas asociados a la ingesta de leche fluida, pese a ser

presuntamente hipolactésicos.

Recientemente se ha propuesto el término sensibilidad a la lactosa (SL) incorporando
otros sintomas no digestivos asociados a la ingesta de lactosa, como dolor de cabeza,

fatiga, dolor muscular y articular, pérdida de concentracion, eczema y rash cutaneo,
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rinitis, asma, dolor de garganta y palpitaciones, entre otros, observandose una
marcada variacion individual dentro de un mismo grupo genotipico, en el umbral de
consumo de lactosa necesario para desencadenar la sensibilidad (Waud, Matthews &
Campbell 2008). Por otro lado, cada vez adquiere mayor relevancia la intolerancia a la
caseina (IC), condicion mediada por el opioide p-casomorfina bovina 7 (BCM7 por su
sigla en inglés), que es liberado por la protedlisis de la B caseina Al, variante de la 3
caseina A2 de la que difiere en una posicibn aminoacidica y que aparece
exclusivamente en razas bovinas europeas (Pal et al. 2015). Se han atribuido a BCM7
efectos proinflamatorios, inmunomoduladores y sobre la motilidad gastrointestinal,
asociandose con sintomas como dolor abdominal, heces fecales blandas, diarrea,
constipacion o incremento en el tiempo de respuesta y la tasa de error ante estimulos
visuales (Pal et al. 2015; Sun et al. 2016). A su vez, se ha informado que en individuos
con intolerancia a la lactosa autoreportada, los sintomas caracteristicos, como
borborigmos, flatulencia, distensién, dolor abdominal, heces blandas y diarrea,
muestran una exacerbacién cuando se consume leche con una composicién mixta de
B caseina Al y A2, en relacién con la ingesta de leche conteniendo Unicamente 3
caseina A2 (Sun et al. 2016; Mei et al. 2017). Por ultimo, se debe considerar la alergia
a la leche de vaca, que es la alergia mas frecuente en infantes y nifios jovenes, siendo
provocada por una respuesta del sistema inmune, generalmente mediada por
anticuerpos IgE dirigidos contra determinados epitopes conformacionales o
secuenciales presentes en las proteinas de la leche (Skripak et al 2007; Nowak-
Wegrzyn et al. 2008). Los sintomas varian dependiendo del mecanismo
inmunopatolégico predominante: IgE dependiente (agudo), IgE dependiente mediado
por células o exclusivamente mediado por células (crénico), pudiendo aparecer
urticaria, angiedema, rinitis, asma, anafilaxia, dermatitis atopica, disfagia esofagica,
reflujo, vomito, disconfort abdominal, emesis, diarrea y heces con mucus y sangre

(Benhamou et al. 2009; Sicherer & Sampson 2010).
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Aun existiendo la posibilidad de descartar las otras condiciones descritas antes, de
todos modos cabria esperar que cierta proporcion de individuos con genotipo asociado
a LP presentaran un fenotipo AH. Como informaron recientemente Leseva y cols.,
(2018) el valor predictivo del genotipo C/T-13910 en relacion al fenotipo LP,
determinado por la actividad de lactasa en biopsias intestinales, disminuye
notablemente cuando se trata de individuos heterocigotas. Estos autores identificaron
dos posiciones diferencialmente metiladas, una a nivel del promotor de LCT y otra en
la regidon potenciadora de LCT, donde se ubican los polimorfismos asociados a LP,
cuyo estado de metilacion mostré un valor predictivo del fenotipo mayor que el
obtenido con el propio genotipo (Leseva et al. 2018). Es importante tener en cuenta
que la mayor parte de los individuos con genotipo asociado a LP en la muestra
analizada en Uruguay son en efecto heterocigotas. Por tanto, otra posible explicacion
de la no concordancia observada entre genotipo y fenotipo podria relacionarse con
diferencias en el patrén de metilacion que llevan a la reduccién de la expresion de LCT
y de la actividad de LPH en algunos individuos, pese a ser portadores de una copia del
alelo T-13910. En suma, tomando en consideracion lo discutido arriba, resulta
altamente dificultoso establecer el fenotipo en relacién al status digestor/no digestor de
lactosa en base a los sintomas autodeclarados por los individuos al completar la

encuesta clinica.

Resultados muchos mas precisos para el diagnéstico indirecto de AH se han obtenido
a partir del desarrollo de métodos como la medicion de hidrogeno expirado (H2BT)
permitiendo un diagndstico simple, sensible, especifico y no invasivo de AH (Metz et
al. 1975; Newcomer et al. 1975). Mas alla de los falsos positivos, digestores de lactosa
gue son diagnosticados como AH, o de los falsos negativos, no digestores de lactosa
diagnosticados como LP, en poblaciones europeas se ha comunicado una excelente
correlacion entre las frecuencias de LP predichas a partir del genotipo C/T-13910 y las

observadas a partir del resultado de estas pruebas (Enattah et al. 2002; Mulcare et al.
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2004). En Sudamérica, en un estudio realizado en poblaciones de la region chilena de
Coquimbo, se inform6 una fuerte asociacion entre el status digestor de lactosa
obtenido con el H2BT y el fenotipo LP predicho a partir del genotipo C/T-13910
(Montalva et al. 2018). Sin embargo, en el Caribe colombiano, la correlacion entre el
resultado del H2BT y el genotipo C/T-13910 resulté mas débil que la reportada en
Europa noroccidental, sugiriéendose una concordancia moderada entre los resultados
de ambas pruebas, en una poblacion en la que el alelo T-13910 aparece con una
frecuencia de 10% (Mendoza-Torres et al. 2009). De hecho, en algunas regiones de
Europa caracterizadas por presentar frecuencias de T-13910 menores al 20%, como
ocurre en el centro-sur de Italia 0 en Cerdefia, se ha informado una correlacion mas
débil entre el genotipo CC-13910 y el resultado del H2BT. En efecto, la proporcién de
falsos negativos en estas regiones se ubic6 entre el 13 y el 36%, reflejando una mayor
prevalencia del genotipo CC-13910 que la obtenida a nivel fenotipico como positivos a
H2BT (Obinu et al. 2009; Santonocito et al. 2015). Tomando en consideracién la
frecuencia del alelo derivado T-13910 en la poblacién uruguaya, y la practicamente
ausencia de otros SNPs asociados a LP, cabria esperar una buena correlacion entre el

genotipo C/T-13910 y el fenotipo determinado a partir del H2BT.

La asociacion significativa entre el fenotipo (PIL o NIL) y la frecuencia de consumo de
leche, tal como se observé en este trabajo, resulta predecible considerando que la
respuesta ante la manifestacién de sintomas asociados al consumo de un alimento es
con frecuencia la disminucién o supresiéon de su ingesta. Sin embargo, también quedd6
de manifiesto la asociacién entre el fenotipo inferido a partir del genotipo C/T-13910 y
la frecuencia de consumo de leche en la muestra poblacional de Tacuarembd. Los
resultados de este trabajo mostraron un consumo de leche significativamente menor
en individuos AH (genotipo CC) que en LP (genotipos CT mas TT). La mayor
frecuencia de consumo de leche no fermentada en individuos con genotipo inferido LP

en relacién al consumo exhibido por individuos de genotipo inferido AH, considerando
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la variante C/T-13910, ha sido reportada en diversos estudios realizados en Europa
(Bergholdt et al. 2017; Bergholdt et al. 2018; Juhl et al. 2018; Pires-Hartwig & Smith
2018). Menos claros fueron los resultados comunicados por Fernandez y cols., (2016)
quienes si bien encontraron asociacion estadisticamente significativa entre fenotipo LP
esperado y mayor consumo de leche en poblaciones de Rapanui y Santiago, no
encontraron esta tendencia en poblacién de la IV region de Chile, especulando con
que otros podrian ser los factores que estén afectando el patrén de consumo de leche
en la poblacién chilena (Fernandez et al. 2016). En esta misma linea, Montalva y cols.,
(2018) no encontraron asociacion significativa entre el genotipo C/T-13910, el fenotipo
inferido o el fenotipo obtenido a partir del H2BT y el consumo de leche fresca en

poblaciones agro pastoralistas de la region de Coquimbo, Chile (Montalva et al. 2018).

Distintos fueron los resultados obtenidos al comparar la frecuencia de consumo de
derivados lacteos entre PIL y NIL, no encontrandose diferencias significativas en el
patron de consumo de estos alimentos entre los dos fenotipos observados. Este
hallazgo podria explicarse en parte por el menor contenido de lactosa por porcion que
tienen algunos derivados lacteos (quesos crema, madurados, mozzarella, azules), o
por el aporte de bacterias acido lacticas viables (yogures), lo que mejora la tolerancia
de estos alimentos en individuos AH (Lomer Parkes & Sanderson 2008, Szilagyi 2015).
También la forma en que se consumen los alimentos que contienen lactosa tiene
efecto en el umbral para que aparezcan sintomas de LI, observandose que mientras
un individuo AH puede tolerar sin mayores inconvenientes una dosis Unica de lactosa
de 12g en ausencia de otros nutrientes, el umbral de tolerancia parece aumentar a 15
— 18g cuando esta dosis Unica es acompafada por la ingesta de otros nutrientes

(Shaukat et al. 2010; Wilt et al. 2010).
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6.4 Genotipo v ancestria genética

Diversos trabajos realizados en Sudamérica habian encontrado diferencias
significativas en la frecuencia del alelo derivado T-13910 al comparar poblaciones con
diferente porcentaje de aporte europeo dentro de un mismo pais, sugiriendo que la
frecuencia de esta variable estaba asociada a la ancestria (Mattar et al. 2009; Friedrich
Santos et al. 2012; Friedrich, Callegari-Jacques et al. 2012; Paz y Mifio et al. 2016). Si
bien no era un objetivo del presente trabajo comparar la frecuencia de este alelo entre
dos poblaciones de Uruguay, al contar con una muestra de referencia de residentes en
Montevideo y Maldonado, que podia ser considerada al azar en relacion al fenotipo
PIL o NIL, se podia comparar tanto ancestria biparental como frecuencias genotipicas
C/T-13910. Esta muestra estaba integrada exclusivamente por usuarios de
instituciones de atencion médica colectivas (IAMC) por lo que cabia esperar una
mayor proporcion de aporte europeo y una menor proporcién de contribucion indigena
americana, sustentado esto en los hallazgos obtenidos en un estudio de Sans y cols.,
sobre ancestria genética y estratificacion social, no publicado. Aunque dicha tendencia
se verifico al comparar esta muestra con la muestra poblacional de Tacuarembd,
siendo las contribuciones porcentuales europeas e indigenas en la primera de 83,5y
9,4 respectivamente, la frecuencia del alelo derivado T-13910 en esta muestra fue
menor (27,8%) que la observada en la muestra poblacional de Tacuarembd (33,%).
En principio, pese a que resulta llamativa la menor frecuencia de T-13910 en una
muestra que tuvo un mayor aporte europeo, no existid evidencia estadistica para
sustentar que las diferencias observadas fueran significativas (p = 0,667), lo que
sugeriria la no asociacion entre ancestria y genotipo en Uruguay. Una posible
explicacion a la menor frecuencia del alelo derivado T-13910 obtenida en la muestra
de referencia podria radicar en las diferencias en la conformacion de la poblaciones
del sur del Uruguay y la regién Noreste. En particular, los inmigrantes italianos, que

arribaron al Uruguay en diversas oleadas, se radicaron fundamentalmente en las
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regiones agricolas y en los centros urbanos ubicados al sur del rio Negro o en el litoral
noroeste (Pi & Vidart 1969; Bresciano 2010). Teniendo en cuenta que la frecuencia de
T-13910 varia entre 12% en el centro-sur de Italia, 11 a 22% en Cerdefia 'y 18% en el
norte de Italia (Sacerdote et al. 2007; Obinu et al. 2010; Santonocito et al. 2014), la
menor frecuencia de este alelo observada en residentes de Montevideo y Maldonado,
al sur del Uruguay, podria explicarse por un mayor aporte parental italiano en esta
region. De todos modos, se requieren nuevos estudios para poder elucidar si esta

hipétesis tiene validez.

La estrategia basada en evaluar diferencias en la ancestria biparental al comparar
individuos de genotipo CC (fenotipo inferido AH) con individuos CT mas TT (fenotipo
inferido LP) en la muestra poblacional de Tacuaremb6 tampoco sugirié asociacion
estadisticamente significativa entre estas variables. Pese a esto, se pudo observar una
tendencia caracterizada por un mayor aporte europeo en individuos con fenotipo
inferido LP y una mayor contribucion africana en individuos AH, siendo similar el
aporte indigena americano en ambos grupos. Resultados similares fueron
comunicados por Montalva y cols., (2018) quienes no encontraron diferencias
significativas en la proporcion de ancestria europea estimada por AlMs entre los
grupos inferidos como AH o LP (Montalva et al. 2018). En suma, la variabilidad en el
aporte proporcional europeo observada entre los individuos de una misma poblacién y
el predominio marcado de este aporte parental, también se ven reflejados al
agruparlos segun su fenotipo inferido AH o LP, por lo que las tendencias observadas
no llegan al nivel de significancia estadistica definido. Un enfoque diferente, basado en
agrupar a los individuos que contaban con estimacion de ancestria por AIMs de todas
las muestras utilizadas en este trabajo, en un grupo con ancestria europea mayor a
90% y otro con aporte europeo menor a 76%, tampoco mostré diferencias
significativas en las proporciones genotipicas de C/T-13910. Por otro lado, el hecho de

gue la muestra de PIL residentes en Montevideo tenga mayor aporte europeo que la
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muestra de referencia de residentes en Montevideo y Maldonado, constituye otra sefial
sugestiva de la falta de asociacion entre ancestria biparental y genotipo C/T-13910. En
resumen, por ninguna de las aproximaciones descritas arriba se pudo establecer la
existencia de asociacion entre ancestria por AlIMs y genotipo C/T-13910 en las

poblaciones estudiadas de Uruguay.

Al igual que se evidencié al analizar la asociacion entre ancestria biparental y
genotipo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
proporcion de haplogrupos europeos, africanos e indigena americanos entre los dos
grupos genotipicos, tanto en la muestra de Tacuarembd como en la de Montevideo.
De hecho, a diferencia de lo ocurrido con los AIMs, en este caso ni siquiera se pudo
registrar una tendencia de mayor proporcion parental en un grupo en relacion al otro.
Se debe tener en cuenta que las proporciones biparentales europea, africana e
indigena no mostraron diferencias significativas al ser agrupados los individuos de la
muestra poblacional de Tacuarembd por origen del ADNmt, en no europeos y
europeos, siendo en ambos grupos predominante la contribucion europea. Como se
ha planteado previamente, la elevada frecuencia de haplogrupos indigenas
observados en la poblacién de Tacuarembd podrian ser explicados por un evento
inicial de interaccién direccional entre europeos e indigenas, seguido de una rapida
expansion demogréfica de esta poblacibn por inmigracion extra regional,

fundamentalmente masculina (Bonilla et al. 2004; Bertoni et al. 2005).

6.5 Futuras lineas de investigacién

Cerca de un 70% de los europeos presentan el haplogrupo R1B M412 del cromosoma
“Y”, cuya frecuencia disminuye en clina de noroeste a sureste del continente,
habiéndose sugerido un efecto fundador de este clado, relacionado con la expansion
periférica de pueblos agricultores durante el neolitico temprano (Myres et al. 2011).

Considerando que la variacion de la frecuencia de este haplogrupo es muy similar al
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patron observado en la frecuencia del alelo derivado asociado a LP, T-13910, seria
interesante evaluar si existe algun tipo de asociacién entre este haplogrupo y el
genotipo C/T-13910. En la poblacibn de Tacuarembd, la contribuciébn masculina
apenas muestra un patron tri-hibrido, presentando un predominio neto del aporte
europeo (Bertoni et al. 2005). En efecto, recientemente Mut encontré que la proporcién
de haplogrupos de origen europeo en Tacuaremb6 y Montevideo fue de 93 y 99%
respectivamente, siendo el haplogrupo R1b el que presentd mayor frecuencia,
apareciendo en porcentajes de 49,2 y 44,9 respectivamente en estas poblaciones (Mut
2019). Por otra parte, la inclusiébn en futuros estudios de un mayor nimero de
individuos, incorporando otras regiones del Uruguay y eventualmente, colectivos
identificados con un determinado origen continental, como afrodescendientes o
indigenas americanos, podria permitir obtener una mejor resolucion de la relacion

entre genotipos LP y ancestria genética.

El disefio de estudios en los que se incorpore el genotipado de loci polimoérficos en la
region gendémica circundante al intron 13 del gen MCM®6, donde se localizan la mayor
parte de los polimorfismos asociados a LP, podria permitir la construccion de
haplotipos LCT y la evaluacién de los posibles efectos del mestizaje y otros procesos
microevolutivos sobre esta region potenciadora en la poblacion Uruguaya. Por otro
lado, la posibilidad de incluir una determinacion fenotipica mas precisa, como el H2BT,
permitiria evaluar con mayor refinamiento la asociacion del genotipo C/T-13910 vy el
status digestor de lactosa, asi como la concordancia entre ambas aproximaciones.
Méaxime considerando los resultados de este trabajo en relacion a la frecuencia del
alelo derivado T-13910 (33%) y a la muy baja frecuencia de otras variantes asociadas
a LP en la poblacion estudiada, lo que deberia tender a favorecer un buen ajuste entre

el fenotipo inferido a partir del genotipo, y el fenotipo observado al aplicar el H2BT.

A partir del reconocimiento de la asociacion causal del alelo derivado T-13910 con la

persistencia de lactasa e indirectamente con un mayor consumo de leches no
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fermentadas, fundamentalmente en poblaciones europeas, diversos estudios han
evaluado la asociacion de esta variable con una variedad de condiciones y patologias,
a veces con resultados contradictorios. El genotipo CC-13910 ha sido identificado
como un factor de riesgo asociado a la aparicién de fracturas de cadera o mufieca en
poblacién adulta de Finlandia (Enattah et al. 2005), mientras que en otro estudio
realizado en Dinamarca no se encontré evidencia de asociacién entre genotipo C/T-
13910 y riesgo de fractura de cadera (Bergholdt et al. 2018). Si bien no se han
obtenido resultados que sugieran asociacion entre genotipo C/T-13910 y diabetes tipo
| y Il (Enattah et al. 2004; Bergholdt et al. 2018), si parece haber evidencia a favor de
una asociacion causal entre el alelo T-13910, el incremento en el indice de masa
corporal y el riesgo de desarrollar obesidad en poblaciones de Europa (Almon,
Alvarez-Leon & Serra-Majem 2012; Pires-Hartwig & Smith 2018). Rasinpera y cols.,
(2005) informaron que el genotipo CC-13910 se asoci6 significativamente con el riesgo
de desarrollar cancer colorrectal en Finlandia, pero no encontraron evidencia de
asociacion con esta patologia en poblacidon britanica o espafiola (Rasinpera et al.
2005). A su vez, se ha reportado la asociacion entre el alelo T-13910 y el riesgo de
desarrollar la enfermedad de Crohn, un tipo especifico de enfermedad inflamatoria
intestinal, en poblacién adulta de Nueva Zelanda (Nolan et al. 2010). Por otro lado, no
se ha encontrado evidencia de asociacion significativa entre genotipo C/T-13910 y
mortalidad por causas cardiovasculares, por cancer o por otras causas (Bergholdt et
al. 2017), o con el desarrollo de acné adulto (Juhl et al. 2018) en la poblacion de
Dinamarca. En otros casos, se observO asociacion entre el genotipo CC-13910 y
factores relacionados con el desarrollo de una patologia o la intensidad de sus
sintomas, como el nivel de homocisteina en pacientes diagnosticados con depresion
mayor (Enko et al. 2018), o un mayor score sintomatico en pacientes con dispepsia
funcional (Wortmann et al. 2018). Considerando que en el presente trabajo el genotipo
C/T-13910 mostr6é estar asociado significativamente a la frecuencia de consumo de
leche fresca, podria constituir un punto de partida para el disefio de estudios
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mendelianos aleatorizados en los que se analice la asociacion del genotipo, como

variable instrumental, con diversas patologias prevalentes en la poblacién Uruguaya.

7 Conclusiones

El principal polimorfismo asociado a persistencia de lactasa identificado en la
poblacion uruguaya fue la transicion C/T-13910 (rs4988235), presentando el alelo
derivado T-13910 una frecuencia en la poblacibn de Tacuaremb6 de 33%. Esta
frecuencia result6 muy similar a la observada en otras poblaciones sudamericanas de
origen predominantemente europeo y algo menor a la informada para la peninsula
ibérica, de donde son originarios mayoritariamente los inmigrantes europeos que

arribaron a esta regién del pais.

Se encontrd evidencia estadisticamente significativa de asociacién entre el genotipo
CC por un lado, y los genotipos CT mas TT por el otro, con los fenotipos observados
presuntamente intolerante a la lactosa (PIL) y no intolerante a la lactosa (NIL)
respectivamente. También quedé de manifiesto la pobre concordancia entre fenotipos
observados y genotipos C/T-13910, atribuible fundamentalmente a las dificultades
relacionadas con la definicion del fenotipo a partir de los sintomas autoreportados por
los participantes, lo que oscurecio la dominancia previamente postulada del alelo T-

13910.

También el genotipo C/T-13910 y la frecuencia de consumo de leche fresca resultaron
estar asociados, de modo tal que los individuos que portaban una o dos copias del
alelo derivado T-13910 declararon una frecuencia significativamente mayor de
consumo de este alimento que aquellos que presentaron un genotipo CC. Por otro
lado, el consumo de derivados lacteos, como quesos y yogures, no se vio afectado por

el genotipo, hallazgo presumiblemente relacionado con el menor tenor de lactosa, con
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el aporte de bacterias acido lacticas viables o con diferencias en el patron de consumo

de estos productos.

En la muestra poblacional de Tacuarembé se identificaron ademas otros 2
polimorfismos asociados a LP, C/T-14011 (rs4988233) y T/G-13915 (rs41380347),
ambos en heterocigocis y con una frecuencia de los alelos derivados de 0,4%.
Mientras que el primero presenta una distribucion dispersa, apareciendo en diversas
poblaciones de Europa y Asia en frecuencias bajas, el segundo es muy frecuente en
Arabia Saudita y otras poblaciones &rabes de cercano oriente. Llamativamente, ambos
individuos informaron ser PIL, teniendo un genotipo CC-13910 concordante con tal

condicion.

Las estimaciones de ancestria biparental por AIMs y de ancestria uniparental materna
por polimorfismos en el ADNmt, resultaron similares a las informadas en publicaciones
anteriores para Montevideo, aunque en el caso de Tacuarembd se verificaron algunas
diferencias significativas. En general, la muestra poblacional de Tacuarembé present6
proporciones mayores de aporte europeo y africano y contribuciones menores del
componente indigena americano, que las informadas previamente en otros estudios,
pudiendo atribuirse este hallazgo a diferencias en los criterios usados para el

enrolamiento de los participantes.

No se encontrd evidencia de asociacion significativa entre la ancestria uni o biparental
y el genotipo C/T-13910, tanto en la muestra de Tacuarembd como en la de
Montevideo, 0 en la comparacién entre ambas muestras. Si bien resultados similares
habian sido informados en otras poblaciones sudamericanas con una contribucion
europea menor, considerando el tamafio reducido de las muestras utilizadas en este
trabajo, estudiar esta asociacion con muestras mas grandes, incluyendo poblaciones
de otras regiones del Uruguay, podria aumentar el poder estadistico de las pruebas

utilizadas y asi contribuir a la elucidacién del caracter de esta asociacion.

93



Finalmente, se considera que este trabajo intenta contribuir a la comprensiéon de la
variabilidad genética de la poblacién uruguaya pudiendo eventualmente servir de
punto de partida para el disefio de otros estudios tendientes mejorar el conocimiento
sobre la relacion entre el genotipo, la ancestria y los procesos microevolutivos en
diversas poblaciones del Uruguay. Asimismo, considerando la asociacion observada
en este estudio entre el genotipo C/T-13910 y el consumo de leche fresca, otras
investigaciones podrian evaluar la asociacion del polimorfismo C/T-13910 con diversas

patologias o condiciones prevalentes en el pais.
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ANEXO 1

No: No. Laboratorio:

DATOS PERSONALES:

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Nombre:

Sexo: M F

Cl: /
Edad Cumplida. Fecha Nac. dd

Lugar Nac.

/ /afio

Rural:

Urbano:
Ciudad o Localidad:

Dpto:

Escolaridad (terminada): Primaria:

Terciaria;

. Secundaria:

No. Hermanos (Incluido el encuestado): M:

F:
No. Hijos: M: F:

DZ: . Abortos: Si: No:

Inducidos:

. Gemelos: MZ:

Espontaneos:

HPT: . Antecedentes: Maternos: 0

Paternos:

Eclampsia: . Antecedentes: Maternos: 0

Paternos:

Diabetes: . Antecedentes: Maternos: 0

Paternos:

Obesidad: . Antecedentes : Maternos: 0

Paternos:

Cancer: . Donde:

Antecedentes:

Maternos: o Paternos:
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FUMA: si no . FUMO: si

Grupo Sanguineo: ABO: Rh:

no:

Su Padre y su Madre son Familiares: si no. Grado:

MUESTRA: Sangre: . Saliva:___. Frotis Bucal: Pelo:

Madre:

RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si____no

no

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Nombre:

Lugar Nac.

. Indigena: si

Rural:

Urbano:

Ciudad o Localidad:

Dpto:

Viva;

Fallecida: . Edad: . Causa:
sabe:

Padre:

RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si
no

Apellido Paterno:

. No

no

Indigena: si

Materno:

Nombre:

Lugar Nac.

Apellido

Rural:

Urbano:
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Ciudad o Localidad:

Dpto:
Vivo:
Fallecido: . Edad:  Causa:
No sabe:
ABUELOS MATERNOS:
Abuela Materna:
RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si no Indigena: si
no
Apellido Paterno: Apellido
Materno:
Nombre:
Lugar Nac. Rural:
Urbano:
Ciudad o Localidad:
Dpto:
VIVA:  FALLECIDA: . Causa:
No sabe:
Su abuelo y su abuela son Familiares: No: . Si:
Grado.
Abuelo Materno:
RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si no Indigena:

Sl no

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Nombre:
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Lugar Nac. Rural:
Urbano:

Ciudad o Localidad:

Dpto:

Vivo:__ Fallecido:___ . Causa:

No sabe:

Su abuelo y su abuela son Familiares: No: . Si:
Grado.

Conoce antepasados mas atras de sus abuelos maternos; si
no
Cuales:

Lugar de origen:

Tenian Ancestria Africana; si no

ABUELOS PATERNOS:

Abuela Paterna:

RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si___no Indigena: si
no

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Nombre:

Lugar Nac. Rural:
Urbano:

Ciudad o Localidad:

Dpto:

VIVA: FALLECIDA: . Causa:

No sabe:
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Abuelo Paterno:

RECONOCE ANCESTRIA: Africana: si no Indigena:
Si no

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Nombre:

Lugar Nac. Rural:
Urbano:

Ciudad o Localidad:

Dpto:

Vivo: Fallecido: . Causa:

No sabe:

Su abuelo y su abuela paternos son Familiares: No:
Si: . Grado.

Conoce antepasados mas atras de sus abuelos paternos:

Si no Cuales:

Lugar de origen:

Tenian Ancestria Africana; si no

EN EL ULTIMO ANO:

1) ¢ Qué tan seguido tomo leche como bebida:

Nunca: . Pasar ala pregunta 2.
Diaria: Semanal: . Raramente . 2-3 veces
al mes: . 3-4 veces ala semana: 1 vez al dia: . mas de

unavez al dia:

2) Si NO tomo¢ leche esto se debié a manifestaciones del
estomago:
Si no
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Si es NO pasar ala pregunta 3. En caso de ser Sl indicar
cuales:

Dolor abdominal . 2) Gases: . 3) Flatos:
4) Diarrea: . 5) Nauseas y/o vomitos: . 6)
Constipacion: . 7) Otros

(aclarar):

3) ¢Qué tan frecuente comid queso? (untables y fetas). Postres
lacteos (pudding) o bebid yogurt (Otras bebidas lacteas

fermentadas)?
Diaria: Semanal: . Raramente: . 2-3
veces al mes: . 3-4 veces a la semana: 1 vez al dia:

. mas de una vez al dia:

OBSERVACIONES ( & Enfermedades Hermanos):

Fecha: / /

Nombre Encuestador:
FIRMA:
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