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Resumen

Introduccion: los ritmos circadianos influyen en la conducta alimentaria, siendo el gen CLOCK uno de los encargados de su regulacion. El
rs3749474T/C del gen CLOCK ha sido asociado a un mayor riesgo de obesidad y quienes portan el alelo T presentan una mayor pérdida de
peso ante una dieta baja en carbohidratos y lipidos que quienes poseen la forma CC.

Material y métodos: usando la base de datos 1000 Genomes se obtuvo el genotipo del polimorfismo de nucledtido tnico (SNP) rs3749474
de 2.504 individuos, abarcando cinco macropoblaciones (Africa, Este Asiético, Sur Asitico, Europa y Latinoamérica) y 26 poblaciones. CTy TT
fueron tratados como genotipos de no riesgo y CC, como de riesgo. Se utilizd la prueba exacta de Fisher para comparar las frecuencias de los
genotipos de riesgo y no riesgo.

Resultados: existe una alta diferenciacion para la frecuencia de genotipos portadores del alelo T entre las macropoblaciones: Africa alcanzé
solo el 31,47 %; Europa, un 56,86 %; Latinoamérica, un 66,28 %; el Sur Asiatico, un 68,3 %; y el Este Asidtico, un 81,15 %, con diferencias
significativas (p,., < 0,05) en todas las comparaciones, excepto entre Latinoamérica y Sur Asiatico. Se observo una baja heterogeneidad entre
poblaciones dentro de cada macropoblacion.

Palabras clave: Conclusiones: la alta heterogeneidad para las frecuencias genotipicas de CLOCK rs3749474 en las macropoblaciones estudiadas indica que

Ritmo circadiano. Gen la disminucion del consumo de carbohidratos y lipidos tendra un impacto heterogéneo desde el punto de vista epidemioldgico. Esto sugiere
CLOCK. Obesidad. incluir la ancestria genética en posteriores estudios de asociacion entre ciclos circadianos, conducta alimentaria y obesidad, con el objeto de
183749474, desarrollar pruebas clinicas personalizadas.
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Abstract

Introduction: circadian rhythms influence eating behavior, with the CLOCK gene being one of those responsible for its regulation. The
rs3749474T/C of the CLOCK gene has been associated with an increased risk of obesity. Those who carry the T allele have greater weight loss
on a diet low in carbohydrates and lipids than those who have the CC form.

Methodology: using the 1000 Genomes database, the genotype of the single nucleotide polymorphism (SNP) rs3749474 was obtained
from 2,504 individuals, covering five macro-populations (Africa, East Asia, South Asia, Europe and Latin America) and 26 populations. CT and
TT were treated as non-risk genotypes and CC as risk. Fisher’s exact test was used to compare the frequencies of risk and non-risk genotypes
among the five macro populations.

Results: there is a high differentiation for the frequency of genotypes carrying the T allele among the macro-populations: Africa reached only
31.47 %, Europe 56.86 %; Latin America 66.28 %; South Asia 68.3 % and East Asia 81.15 %, with significant differences (p,, < 0.05) in all
comparisons, except between Latin America and South Asia. Low heterogeneity was observed between populations within each macro population.
Conclusions: the high heterogeneity for the genotypic frequencies of CLOCK rs3749474 in the studied macro-populations indicates that the
decrease in the consumption of carbohydrates and lipids will have a heterogeneous impact, from the epidemiological point of view. This sug-
gests including the genetic ancestry in later studies of association between circadian cycles, eating behavior and obesity, in order to develop

gene. Obesity. rs3749474.  personalized clinical tests.

INTRODUCCION

El estado nutricional de un individuo es, principalmente, el re-
sultado de su conducta alimentaria, pero también de sus ritmos
circadianos. Estos corresponden a las variaciones periddicas
de 24 horas que son controladas por el sistema nervioso central
y que regulan los ciclos luz-oscuridad (1).

Entre los genes que estan asociados a la regulacion de los
ritmos circadianos, tenemos al circadian locomotor output cycles
kapu (CLOCK), el cual sincroniza el ciclo luz-oscuridad con los
tiempos de ingesta-ayuno y de actividad-reposo en los indivi-
duos (2).

En la actualidad, se ha descrito un gran nimero de variantes
genéticas del tipo polimorfismo de nucledtido Unico (single nu-
cleotide polymorphisms [SNP]) del gen CLOCK, entre las cuales
esta el rs3749474T/C (3). Los portadores del alelo T de este
polimorfismo presentan una mayor obesidad abdominal (circun-
ferencia de cintura), un alto indice de masa corporal (IMC) y un
elevado consumo de energia, principalmente a partir de acidos
grasos, en comparacion con sujetos homocigotos CC del mismo
polimorfismo (4-6).

Por otro lado, se ha establecido que quienes poseen los geno-
tipos TT y TC de rs3749474 tienden a tener una mejor pérdida
de peso después de un tratamiento que implica la restriccion de
grasas en la dieta, en comparacion con quienes poseen el ho-
mocigoto de tipo CC (7). Ademas, quienes presentan los polimor-
fismos en homocigosis 0 heterocigosis del rs3749474 y suelen
tener un habito de ingesta nocturna de carbohidratos y poseen
un IMC mas alto que la poblacion general (8). Se ha demostrado
que existe una asociacion entre el ser portador de los alelos me-
nores de rs3749474 del gen CLOCK y la ingesta de energia, lo
cual conllevaria a aumentar el riesgo de desarrollar obesidad (5).

La figura 1 representa el modelo de determinacion de los
genotipos rs3749474 en relacion con el IMC. Mientras que los
portadores del alelo T, es decir TT y CT, presentan una asociacion
directamente proporcional entre consumo de carbohidratos (y Ii-
pidos) e IMC, los que presentan el genotipo CC poseen una leve
asociacion inversa, o bien ausencia de asociacion, dependiendo
del estudio y la poblacién analizada. La relacion causal entre los
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Figura 1.

Modelo de interaccion de los genotipos del SNP CLOCK rs3749474 en relacion
con la ingesta de nutrientes, basado en Camblor y cols. (8). IMC: indice de masa
corporal; IDTE: ingesta diaria total de energia.

genotipos portadores del alelo Ty el incremento del IMC es, en-
tonces, un factor de riesgo de obesidad. Como consecuencia de
lo anterior, los individuos portadores del alelo T presentan una
mejor respuesta ante la disminucion de carbohidratos y lipidos
en la dieta, disminuyendo el IMC (8).

Dado lo anterior, resulta relevante conocer la incidencia de los
genotipos portadores del alelo T en diferentes poblaciones. El ale-
lo C es el alelo ancestral, por 1o que Se espera se presente en ma-
yor frecuencia en poblaciones africanas y en menor frecuencia
en otras poblaciones, especialmente las mas recientes, como la
latinoamericana. No obstante, factores microevolutivos ocurridos
en la historia de las poblaciones humanas podrian haber produci-
do diferentes patrones de variabilidad en este marcador genético.

En este estudio analizamos el patron de variabilidad de los ge-
notipos portadores del alelo T del marcador CLOCK rs3749474
en poblaciones humanas actuales, lo que podria aportar evidencia
de base para futuros estudios biomédicos y epidemioldgicos, asi
como para la implementacion de pruebas genéticas-clinicas para
medidas preventivas e intervenciones clinicas personalizadas.
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MATERIAL Y METODOS

Se obtuvo el genotipo del SNP rs3749474 de 2.504 individuos
a partir de la base de datos 1000 Genomes (9). Para esto, se
descargd el total de la base de datos en su fase 3, para luego
extraer los genotipos de rs3749474 para cada individuo usando
la herramienta VCFtools. Esta base de datos abarca 2.504 indivi-
duos de 26 poblaciones. Los datos de baja cobertura (4x) estan

presentes para todos estos individuos, asi como los de 24 indivi-
duos con alta cobertura (50x), con fines de validacion. La mues-
tra incluyo las siguientes macropoblaciones: Africa, Este Asiatico,
Sur Asiatico, Europa y Latinoamérica, abarcando en total 26 po-
blaciones, cuyo detalle se muestra en la tabla I. El porcentaje
de mujeres en la muestra es del 50,9 %. No obstante, variables
como la edad y el sexo de los participantes no influyen en los re-
sultados, pues rs3749474 es un marcador genético autosomal.

Tabla I. Informacion sobre las macropoblaciones y poblaciones analizadas en este estudio

Mac{::;ggcién Poblacién Cédigo n
Caribe-africanos en Barbados ACB 96
Ancestria africana en el suroeste de Estados Unidos ASW 61
Esan en Nigeria ESN 99
Africa Gambianos del oeste GWD 113
(AFR) Luhyas en Webuye, Kenia LWK 99
Mendés en Sierra Leona MSL 85
Yorubas en Ibadan, Nigeria YRI 108
Total: 661
Colombianos en Medellin CLM 94
Ancestria mexicana en Los Angeles, Estados Unidos MXL 64
América Peruanos en Lima PEL 85
(AMR)
Puertorriquefos en Puerto Rico PUR 104
Total: 347
Chinos Dai en Xishuangbanna, China CDX 93
Chinos Han en Beijing, China CHB 103
Este Asidtico Chinos Han del sur CHS 105
(EAS) Japoneses en Tokio JPT 104
Kinh en Ciudad Ho Chi Minh, Vietnam KHV 99
Total: 504
Utahefio con ancestria del norte y oeste europeo CEU 99
Fineses en Finlandia FIN 99
Europa Britanicos en Inglaterra y Escocia GBR a1
(EUR) Ibéricos en Espafia IBS 107
Toscanos en ltalia TSI 107
Total: 503
Bengalies en Bangladesh BEB 99
Guijarati en Houston, Texas GH 99
Sur Asiatico Telugu en Reino Unido Tu 91
(SAS) Punjabi en Lahore, Pakistan PJL 107
Sri Lanka Tamil en Reino Unido STU 107
Total: 489
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ANALISIS ESTADISTICO

El genotipo CC se codificd como genotipo de riesgo (1), mien-
tras que los otros dos (CT y TT) se codificaron como de no
riesgo (0), esto considerando que el alelo T confiere una mejor
respuesta a una dieta baja en carbohidratos (8). Se estimo la
frecuencia del genotipo de riesgo en las cinco macropoblaciones
y Se compararon sus frecuencias usando la prueba exacta de
Fisher.

Tanto la construccion de la base de datos (disponible como
material suplementario) como la estadistica descriptiva (estima-
cion de frecuencias) y la estadistica inferencial (comparacion de
frecuencias) se realizaron con el programa R (10).

RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados segun distribu-
cion de las cinco macropoblaciones relevantes (Fig. 2). La menor
frecuencia de genotipos portadores del alelo T se encuentra en
Africa, seguida de Europa, Latinoamérica, Sur Asiatico y Este
Asiatico, en orden creciente. Es notoria la baja frecuencia obser-
vada entre Africa y las otras cuatro macropoblaciones.

Al comparar las frecuencias genotipicas entre todos los pares
de poblaciones, se confirma la alta divergencia de Africa. Ade-
mas, existen diferencias significativas (.. < 0,05) en todas
las comparaciones excepto entre Latinoamérica y Sur Asiatico
(Tabla II).

La figura 3 muestra las frecuencias de genotipos portadores
del alelo T en las 26 poblaciones de este estudio. Se destaca
la alta homogeneidad de las frecuencias dentro de cada ma-
cropoblacion. La excepcion a este patron corresponde a Lima,
Perl, que muestra una mayor frecuencia de genotipos de no
riesgo en relacion con las otras poblaciones latinoamericanas
(pF\sher< 0’05)

A. Roco-Videla et al.

81,15%

70% 68,30%

66,28%
60% 56,86%

50%
0%

3147%

30%
20%
10%

0%

Africa Este Asidtico Sur Asidtico Europa Latinoamérica

Frecuencia (%)

Figura 2.

Frecuencia de genotipos portadores del alelo T (TT y CT) en las cinco macropo-
blaciones de este estudio.

Tabla Il. Prueba exacta de Fisher para
la comparacion del numero de genotipos
de riesgo (TT + CT) y no riesgo (CC)
entre pares de macropoblaciones

Africa Este 27 Europa
Asiatico | Asiatico P

Este Asiatico | 2,2x 107

Sur Asigtico | 2,2x107 | 3,758 x 10°®

Europa 2,2x107¢ | 2,2x10™ | 0,0002356

Latinoamérica | 2,2x 10 | 1,164 x 10° | 0,5497 (ns) | 0,006594

ns: no significativo.
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Figura 3.

Frecuencia de genotipos portadores del alelo T (TT y CT) en las 26 poblaciones de este estudio.
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DISCUSION

Nuestros resultados muestran una alta divergencia para la fre-
cuencia de genotipos portadores del alelo T en Africa, en relacion
con las otras cuatro macropoblaciones. Mientras que en Africa
esta frecuencia alcanza solo el 31,47 %, en las restantes ma-
cropoblaciones esta frecuencia varia entre el 56,86 % (Europa)
y el 81,15 % (Este Asidtico). Por lo tanto, si nos guiamos por los
resultados obtenidos por Camblor-Murube y cols. (8), se podria
predecir que poblaciones africanas presentarian menor aumento
del IMC debido al consumo de carbohidratos y, al mismo tiempo,
menor respuesta ante dietas bajas en ellos. Por otra parte, se
espera encontrar un patron inverso para personas del Este Asia-
tico, las cuales presentarfan una alta asociacion entre IMC y el
consumo de carbohidratos y una alta respuesta a dietas bajas en
este tipo de nutrientes.

La alta diferenciacion de las poblaciones africanas podria ser
consecuencia de patrones dietarios ancestrales, probablemente
menos dependientes de la ingesta de carbohidratos, lo que es
consistente con estudios enfocados en los patrones dietarios en
estas poblaciones (11). Asi, podria inferirse que la diferenciacion
observada responderia a los cambios dietarios experimentados
durante la Ultima transicion alimentaria (12).

La mayor diferencia se observa al comparar macropoblacio-
nes entre si, puesto que existiria una alta homogeneidad dentro
de cada una de ellas (a excepcion de la macropoblacion latinoa-
mericana, donde la poblacion de Lima, en Per(, destaca sobre
el resto). Esta observacion se traduce en que la prediccion del
éxito de dietas bajas en carbohidratos requeriria de la cuantifi-
cacion de ancestria genética para estas cinco macropoblaciones
ancestrales, siendo marginal el efecto de aquellas derivadas de
poblaciones locales.

En Chile, es escasa la investigacion referente al gen CLOCK,
y los estudios que se han realizado en relacion con el SNP
rs3749474 T/C han contado con tamarios muestrales pequefios
y solo han participado sujetos jovenes. No obstante, los resulta-
dos confirman lo encontrado en investigaciones en otras regiones
geograficas, asociando un mayor riesgo de obesidad en portado-
res del alelo Ty aportando evidencias de interaccion con el SNP
rs4864548A (13,14). Dado lo anterior, posteriores investigaciones
podrian incluir otras poblaciones latinoamericanas, a fin de con-
trastar la evidencia aqui reportada y contribuir asi a la creacion de
un perfil de variabilidad a nivel subcontinental para diferentes loci
de CLOCK asociados a obesidad y a la respuesta a dietas.

Si bien el presente estudio permite predecir la incidencia del
alelo rs3749474 T dentro de las cinco macropoblaciones anali-
zadas, una limitacion de este estudio tiene relacion con la exis-
tencia de particularidades poblacionales que no son aqui abar-
cadas. Por ejemplo, la existencia de poblaciones de diferentes
ancestrias dentro de las macropoblaciones, como es el caso
de poblaciones indigenas, que pueden presentar diferenciacion
genética respecto de sus respectivas macropoblaciones. Otra li-
mitacion tiene relacion con el hecho de que la muestra con que
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se creo la base de datos 1000 Genomes corresponde a sujetos
voluntarios, por lo que los resultados tienen un sesgo asociado al
hecho de ser una muestra intencionada.

Finalmente, este trabajo presenta evidencia que contribuye a
la generacion de modelos probabilisticos para el éxito de die-
tas bajas en carbohidratos segun las cinco macropoblaciones
estudiadas. El transito hacia terapias médicas basadas en evi-
dencia genomica personalizada, considerando la ancestria ge-
nética como uno de los factores causales, se hace cada vez mas
factible de incorporar a las decisiones hiomédicas, como seria
en el caso del gen CLOCK y su relacion con ciclos circadianos,
susceptibilidad a la obesidad y respuesta dietaria.
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