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Resumen

Introduccion: el haplotipo GA de los polimorfismos rs1554483 y rs4864548 se ha asociado con componentes del sindrome metabdlico como la
hipertension arterial y los niveles de triglicéridos. Sus portadores presentan un riesgo de obesidad 1,5 veces mayor que el resto de la poblacion.

Metodologia: se obtuvieron los SNP rs1 554483 y rs4864548 de 2504 individuos desde la base de datos “1000genomes phase 3”. Los datos
se agruparon en cinco macropoblaciones (Africa, Asia Oriental, Asia Meridional, Europa y Latinoamérica) cubriendo un total de 26 poblaciones.
Se analizaron las diferencias en la frecuencia del haplotipo entre las macropoblaciones y las poblaciones, para lo cual se utilizo el estadistico
F de Fisher.

Resultados: la macropoblacién de Africa presentd la menor frecuencia (17,9 %) y la del Este de Asia la mayor (57,4 %). Dentro de las poblaciones
existe una relativa homogeneidad en las frecuencias, excepto en el caso de las que componen la macropoblacion de Latinoamérica, donde la

Palabras clave: poblacion peruana de Lima y la puertorriquefia presentan frecuencias mucho mayores que el resto.
Gen CLOCK. Obesidad. Conclusiones: ¢l haplotipo GA presenta heterogeneidad entre las macropoblaciones, lo que sugiere procesos microgvolutivos altamente dife-
Sindrome metabélico. renciados entre los continentes. Se propone estudiar la asociacion del haplotipo GA con otros polimorfismos, como rs3749474, rs11932595 y
rs1554483. rs4864548. r$6859524, que también se han asociado con el riesgo de obesidad y factores asociados al sindrome metabdlico.

Abstract

Introduction: the GA haplotype of polymorphisms rs1554483 and rs4864548 has been associated with components of the metabolic syndrome
such as high blood pressure and triglyceride levels; its carriers have a risk of obesity, 1.5 times higher than the rest of the population.
Methodology: SNP rs1554483 and rs4864548 were obtained from 2504 individuals from the “1000genomes phase 3" database. Data were
grouped into five macro populations (Africa, East Asia, South Asia, Europe and Latin America) covering a total of 26 populations. Differences in
haplotype frequency between macro populations and populations were analyzed, for which Fisher’s F statistic was used.

Results: the macro population of Africa presented the lowest frequency (17.9 %) and that of East Asia the highest (57.4 %). Within the populations
there is a relative homogeneity in the frequencies, except in the case of those that make up the macro population of Latin America where the

Keywords: Peruvian population of Lima and the Puerto Rican population present much higher frequencies than the rest.

CLOCK gene. Obestty. Conclusions: the GA haplotype presents heterogeneity between macro populations, which suggests highly differentiated micro evolutionary pro-
Metabolic syndrome. cesses between continents. We propose to study the association of the GA haplotype with other polymorphisms such as rs3749474, rs11932595
rs1554483. rs4864548. and rs6859524 that have also been associated with risk of obesity and factors associated with metabolic syndrome.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, los indicadores de sobrepeso y obesidad estan
aumentando de manera alarmante. Ambas condiciones implican
una acumulacion de grasa en el tejido adiposo, 1o que deriva en
hipertrofia y desequilibrio de los procesos hemostaticos en que esta
involucrado (1). Estas condiciones de salud aumentan el riesgo de
hipertension, diabetes, eventos cardiovasculares, osteopatia e inclu-
S0 cancer (2-4).

En la actualidad, las estrategias dietéticas ya no solo se elaboran
en funcion de la cantidad de calorias 0 macronutrientes consumidos
sino también en la distribucion circadiana a lo largo del dia (ciclo cir-
cadiano) vinculada con la ingesta alimentaria (5-7). Esta distribucion
circadiana esta regulada, entre otros, por el gen CLOCK (Circadian
Locomotor Output Cycles Kapu), el cual influye en la regulacion del
peso, cuyo proceso es mediado por areas del cerebro que estarian
involucradas en el control de las funciones endocrinas relevantes a
través de hormonas y neurotransmisores anoréxicos y orexigenos
(8). Diferentes estudios sugieren que la diferenciacion y la prolifera-
cion de adipocitos estan reguladas por ritmos circadianos (9).

Se ha demostrado que ciertos polimorfismos del gen CLOCK estan
asociados con disfunciones metabdlicas que aumentan el riesgo de
obesidad y sobrepeso. Entre ellos esta el polimorfismo rs48 64548
A/G, donde el alelo G es el de mayor frecuencia (10). No obstante,
los portadores del alelo A son los que presentan mayor riesgo de
obesidad y sobrepeso (11). En el caso del polimorfismo rs1554483
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C/G, los portadores del alelo G, al estar en forma de haplotipo con los
rs11932595A, rs6850524G y rs4864548A (GAGA), han presentado
mayor riesgo de desarrollar higado graso (11). Cuando los polimor-
fismos rs1554483 y rs4864548 se encuentran como haplotipo GA
(rs1554483G y rs4864548A), el riesgo de desarrollar sobrepeso u
obesidad aumenta 1,5 veces (12). Ademas, ha presentado asocia-
cion con la presion arterial diastdlica y sistdlica, la hipertension ar-
terial, los niveles de triglicéridos y otros componentes del sindrome
metabdlico (13).

En este estudio analizamos el patron de variabilidad del haplotipo
de riesgo GA de los polimorfismos rs1554483G y rs4864548A en
26 poblaciones y 5 macropoblaciones, con el objeto de obtener evi-
dencia que contribuya al estudio y disefio de terapias en individuos
portadores afectados de enfermedades relacionadas con el metabo-
lismo de los lipidos y el ciclo circadiano.

METODOLOGIA

OBTENCION DE LOS DATOS

Se obtuvieron los genotipos de los SNP rs1554483 vy
rs4864548 de 2504 individuos a partir de la base de datos
“1000genomes phase 3” (14). La muestra comprende las si-
guientes macropoblaciones: Africa, Este Asidtico, Sur Asiético,
Europa y Latinoamérica, abarcando 26 poblaciones (Tabla I).

Tabla I. Informacioén sobre las macro poblaciones y poblaciones analizadas
en este estudio

Macro’p o_blaclon Poblacion Cadigo n
(cédigo)
Afrocariberios en Barbados ACB 96
Ancestria africana en el suroeste de EE. UU. 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, EE. UU. MXL 64
Ameérica :
(AMR) Peruanog en~L|ma . PEL 85
Puertorriquerios en Puerto Rico PUR 104
Total: 347
Chinos Dai en Xishuangbanna, China CDX 93
Chinos Han en Beijing, China CHB 103
Este Asiatico Chinos Han del sur CHS 105
(EAS) Japoneses en Tokio JPT 104
Kinh en Ciudad Ho Chi Minh, Vietnam KHV 99
Total: 504

(Continua en pdgina siguiente)
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Tabla I (Cont.). Informacion sobre las macro poblaciones y poblaciones analizadas
en este estudio
Macropoblacién (codigo) Poblacion Cadigo n
Utahefios con ancestria del norte y oeste europeo CEU 99
Eurona Fineses en Finlandia FIN 99
(EUR? Britanicos en Inglaterra y Escocia GBR 91
Iberos en Espafa IBS 107
Toscanos en Italia TSI 107
Total: 503
Bengalies en Bangladesh BEB 99
Guyaraties en Houston, Texas GIH 99
Sur de Asia Telugus en Reino Unido ITU 9N
(SAS) Punyabies en Lahore, Pakistan PJL 107
Tamiles de Sri Lanka en Reino Unido STU 107
Total: 489

La base de datos usada incluye la fase de los alelos de cada
marcador, es decir, la informacion de cada SNP se encuentra se-
gregada para ambos miembros de cada par cromosomico. Para
extraer los 5008 haplotipos de la muestra, los genotipos de cada
poblacion se descargaron en formato VCF (variant call formal) y
luego se transformaron a formato FASTA a través de un script ad
hoc escrito en R (15). Usando el mismo software, se obtuvo la
frecuencia de cada haplotipo observado segun cada poblacion y
macropoblacion.

Analisis estadistico

Se compararon las frecuencias del haplotipo de riesgo GA de
los polimorfismos rs1554483 y rs4864548 para cada par de
macropoblaciones usando la prueba exacta de Fisher, utilizan-
do el programa R con un intervalo de confianza del 95 % y un
a = 0,05.

Las pruebas de equilibrio de Hardy-Weinberg y de desequi-
librio de ligamiento se realizaron en el programa Vcftools (16).
Mientras la primera permite poner a prueba la consistencia
entre frecuencias alélicas y genotipicas (por tanto, la ausencia
de factores evolutivos), la segunda permite estimar el grado de
asociacion entre loci. Ambas pruebas se aplicaron a nivel tanto
poblacional como macropoblacional y para los dos marcadores
considerados en este estudio.

RESULTADOS

Se observo una gran diferencia entre la frecuencia del haplo-
tipo de riesgo GA de los polimorfismos rs1554483 y rs4864548
entre las 5 macropoblaciones de este estudio (Fig. 1). Africa es
la que presenta la mayor divergencia, con la frecuencia mas baja
para el haplotipo de riesgo, seguida por Europa, Sur Asiatico,
Latinoamérica y Este Asiatico. Esta observacion fue ratificada
por la prueba exacta de Fisher, en donde la Ginica comparacion

[Nutr Hosp 2023;40(3):529-533]

no significativa (pg,., > 0,05) es entre el Sur Asiatico y Latinoa-
mérica (Tabla Il).

En relacion con la comparacion de la frecuencia del haploti-
po de riesgo en las 26 poblaciones revisadas (Fig. 2), se obser-
va una relativa homogeneidad, a excepcion de Latinoamérica,
en donde la poblacion peruana de Lima y la puertorriqueiia
presentan altas frecuencias (58,8 % y 59,8 %, respectivamen-
te) en relacion con las poblaciones colombiana de Medellin y
mexicana de Ciudad de México (38,3 % y 43,8 %, respectiva-
mente) (Pegne, < 0,09).

Ambos SNP se encuentran fuera del equilibrio de Hardy-Wein-
berg cuando la muestra total no se subdivide poblacionalmen-
te (p,2= 3,03 x 10®y 3,01 x 10 para el SNP rs1554483
y rs4864548, respectivamente). Al realizar este analisis en las
5 macropoblaciones, solo América Latina resulto fuera del equi-
librio (p,,2= 0,017 para ambos SNP). Finalmente, al realizar el
andlisis en las 26 poblaciones se encontré que solo la esan (Ni-
geria) esta fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg (p,,>= 0,015
para ambos SNP).

57,4
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40
34,3

30
20 17,9
) l

0

Africa Este Asiatico Sur Asiatico Europa Latinoamérica

Frecuencia(%)

Figura 1.

Frecuencia del haplotipo de riesgo GA de los polimorfismos rs1554483 y
rs4864548 en las 5 macropoblaciones de este estudio.
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Finalmente, ambos SNP resultaron altamente ligados a nivel
mundial (R>= 0,995). A nivel de las macropoblaciones, los valo-
res también indican una alta asociacion entre los alelos de estos
dos marcadores (R? = 1, 1, 0,983, 0,996 y 0,996 para Africa,
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Latinoamérica, Este Asiatico, Europa y Sur Asiatico, respectiva-
mente). A nivel poblacional, las 26 poblaciones aqui estudiadas
mostraron altos valores de desequilibrio de ligamiento (R? entre
0,96y 1).

Tabla Il. Comparacion de las frecuencias del haplotipo de riesgo GA
de los polimorfismos rs1554483 y 4864548 para cada par de macropoblaciones
usando la prueba exacta de Fisher

Africa Este de Asia Sur de Asia Europa
Este de Asia 2,2x1076
Sur de Asia 2,2x107 0,007936
Europa 2,2%x107 2,1x1078 8,0x107
Latinoamérica 2,2x107 0,03871 0,05248 (ns) 1,0x10°
Los valores de las celdas corresponden a los valores p de la prueba de Fisher. ns: no significativo.
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Figura 2.

Frecuencia del haplotipo de riesgo GA de los polimorfismos rs1554483 y rs4864548 en las 26 poblaciones de este estudio.

DISCUSION

Entre los aspectos mas relevantes que muestran los resul-
tados est4 el hecho de que Africa presenta una baja frecuen-
cia del haplotipo de riesgos GA (rs1554483G y rs4864548A),
presentando la mayor frecuencia la poblacion del Este Asiatico.
La heterogeneidad observada entre macropoblaciones, y que
fue ratificada por la prueba exacta de Fisher y de equilibrio de
Hardy-Weinberg, sugiere la existencia de factores microevoluti-
vos en donde, probablemente, los patrones dietarios, la migra-

cion y el mestizaje entre poblaciones ancestrales han afectado a
la variacion de los alelos de estos loci en el presente.

La alta divergencia encontrada entre las macropoblaciones no se
observa al comparar las frecuencias poblacionales dentro de ellas.
Dicho de otra forma, la variacion entre macropoblaciones es eviden-
temente mayor que la variacion dentro de dichas macropoblaciones.
Lo anterior puede explicarse si los factores microevolutivos operaron
sobre el haplotipo GA durante la formacion de las 5 poblaciones aca
estudiadas, pero de manera menos intensa durante tiempos poste-
riores, durante la formacion de las 26 poblaciones aqui abarcadas.
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Una excepcion al patron previamente descrito es la alta diver-
gencia entre las poblaciones de Limay Puerto Rico versus las de
Ciudad de México y Medellin. Dada la alta diferenciacion entre
esos dos pares de poblaciones latinoamericanas, nuestra hipo-
tesis es la existencia de factores microevolutivos, muy probable-
mente incluyendo la seleccion natural, y de relativamente alta
intensidad, ocurridos durante la formacion de las poblaciones
de Lima y Puerto Rico. Cabe sefialar que la frecuencia de este
haplotipo en el trabajo de Sookoian y cols. (12), en una muestra
obtenida entre la poblacion de Buenos Aires, fue del 43,3 %.
Esta frecuencia es intermedia entre las reportadas aqui para las
poblaciones latinoamericanas y muy cercana a la encontrada en
la poblacion de Ciudad de México.

La Unica poblacion en la que se refutd el equilibrio de
Hardy-Weinberg fue la esan (Nigeria). Como para esta poblacion
se detectd un deficit de heterocigosidad para ambos SNP (D
= 0,015), la causa mas probable de la ausencia de equilibrio
es la subdivision poblacional (17) y no un fenémeno evolutivo
relacionado con los loci aqui analizados.

En relacion al alto desequilibrio de ligamiento encontrado en
todas las macropoblaciones y poblaciones, es posible inferir que
los haplotipos parentales (GA y CG) se encontraran en alta fre-
cuencia en relacion a los haplotipos recombinantes (GG y AC)
en cualquier otra poblacion que se analice, a pesar de que la
distancia fisica entre ellos es de 91986 bp (pares de bases nu-
cleotidicas).

Los resultados obtenidos indican que, a nivel epidemioldgi-
co, el haplotipo GA tendria una relevancia heterogénea entre
las diferentes macro poblaciones. Ademas, considerando que
los resultados sugieren procesos evolutivos que han resultado
en una alta diferenciacion macropoblacional para este haplo-
tipo, es plausible que otros loci asociados a la obesidad se
distribuyan segun el patrén macropoblacional aqui reportado.
Posteriores estudios en donde se evalle la asociacion entre i)
ancestria genética individual, segregada por las 5 macropo-
blaciones aqui analizadas, ii) susceptibilidad a la obesidad y
iii) acumulacion del haplotipo GA y otros alelos y haplotipos de
riesgo, permitirian avanzar hacia la aplicacion de herramientas
genomicas personalizadas para evaluar tanto la susceptibilidad
a la obesidad como la probabilidad de respuesta a las dietas
bajas en carbohidratos.

Como linea de investigacion posterior a este estudio, se pro-
pone analizar la asociacion del haplotipo GA de los polimorfis-
mos rs1554483 y rs4864548 en conjunto con los rs3749474,
rs11932595 y rs6850524, ya que estos se han vinculado con el
sindrome metabdlico y sus componentes, como la hipertension
arterial, los niveles de triglicéridos y la respuesta a dietas bajas
en carbohidratos (11,18).
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