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Resumen

Se ha sugetido que el haplotipo £s3749474T /154864548 A del gen CLOCK aumentatia el tiesgo
de obesidad, pero se desconoce el patrén de variabilidad poblacional de estos alelos y del haplo-
tipo. El objetivo de este estudio es determinar el nivel de ligamiento entre los alelos de riesgo
rs3749474T y rs4864548A a partir de la base de datos 1000Genomes para confirmar la existen-
cia del haplotipo TA de los polimorfismos rs3749474-1rs4864548 del gen CLOCK y su frecuen-
cia cinco macro poblaciones. Se analizé el desequilibrio de ligamiento y las frecuencias
haplotipicas para 2504 individuos, de 26 poblaciones, utilizando el estadistico s y la prueba
exacta de Fisher. Existe una alta frecuencia del haplotipo TA en Latinoamérica (44,8%), un alto
desequilibrio de ligamiento (+*= 0,92) a nivel mundial entre esos alelos, una alta diferenciacién
entre macro poblaciones y una alta homogeneidad al interior de ellas. La evidencia presentada
permite sugerir la realizacion de posteriores estudios de asociacion entre este haplotipo y el nivel
de riesgo de obesidad y sobrepeso en poblaciones latinoamericanas.
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IDEAS CLAVE

¢ Bl haplotipo 1s3749474T /1s4864548A del gen CLOCK aumentatia el tiesgo de obesidad, pero se desconoce su patrén de

variabilidad poblacional.

¢ Este estudio aporta antecedentes acerca de la frecuencia del haplotipo rs3749474T/rs4864548A del gen CLOCK en cinco

macro poblaciones y 26 poblaciones.

¢ Existe una alta frecuencia del haplotipo TA en Latinoamérica, un alto desequilibrio de ligamiento, una alta diferenciacion
entre macro poblaciones y una alta homogeneidad al intetior de ellas.
¢ Este estudio esta limitado al analisis in szco de bases de datos, por lo que se sugiere confirmar la asociacién del haplotipo

TA con obesidad a través de estudios con datos primatios.

INTRODUCCION

El gen CLOCK es uno de los genes que, a través de su proteina
codificada, regula los ciclos circadianos, cuyos polimorfismos se
han asociado al desatrollo de la obesidad, hipercolesterolemia,
hiperglicemia entre otras condiciones [1]. Los SNPs 153749474 T
y 154864548 A del gen CLOCK se han vinculado en forma inde-
pendiente a un mayor indice de masa corporal, aumentando el
riesgo de sobrepeso u obesidad hasta en 1,5 veces [2—0].

En el estudio realizado por Pino-Astorga ef a/ se encontré el
caso de un sujeto que presentaba ambos polimorfismos
(rs3749474T y 1s4864548A), cuyo perfil antropométrico lo sitia
como de alto riesgo debido a su sobrepeso y circunferencia de
cintura, a pesar de tener habitos alimenticios normales [7]. Lo
anterior sugiere un efecto aditivo entre ambos alelos de riesgo,
sugiriendo la existencia de del haplotipo TA para ellos.

El objetivo de esta investigacién es determinar el nivel de liga-
miento entre los alelos de riesgo 1s3749474T y rs4864548A a
partir de la base de datos 1000genome para confirmar la exis-
tencia del  haplotipo TA de los polimorfismos
rs3749474-1s4864548 del gen CLOCK, como un estudio preli-
minar a la realizacién de pruebas de campo confirmatorias en
poblacién latinoamericana.

METODOS

MUESTRA

Se obtuvo los genotipos de los SNPs rs3749474 y rs4864548 del
gen CLOCK de 2504 individuos, desde la base de datos del
proyecto 1000Genomes en su fase 3 [8]. Para esto, se descargd
el total de datos del cromosoma 4, para luego extraer los geno-
tipos rs3749474 y 154864548 para cada individuo, usando el sof-
tware VCFtools. En dicho proyecto, todos los genomas fueron
secuenciados a baja cobertura (4x)- Para la validacion de datos,
24 de ellos fueron secuenciados con alta cobertura (50x). En
este estudio se incluyeron las cinco macro poblaciones com-
prendidas en 1000Genomes: Africa, Este Asiatico, Sur Asiatico,

10.5867/medwave.2023.09.2735

Medwave 2023;23(9):€2735

Europa y Latinoamérica, junto a las 26 poblaciones dentro de
ellas (Tabla 1).

ANALISIS ESTADISTICO

Ta base 1000Genomes, en la actual fase de desarrollo contiene
informacion “en fase” de los genotipos. Es decir, es posible
reconstruir la distribucién de alelos en cada cromosoma paren-
tal. Asi, usando un algoritmo escrito en R, se identificaron los
alelos de ambos SNPs para los 5008 cromosomas analizados,
para luego estimar la frecuencia de los cuatro haplotipos segin
poblaciones y macro poblaciones.

Considerando los alelos ancestrales y derivados para ambos
SNPs, asi como sus respectivas frecuencias alélicas, se determi-
naron los haplotipos recombinantes y no-recombinantes, asi
como sus trespectivas frecuencias poblacionales. Luego, se
estimo la frecuencia de recombinacién y el desequilibrio de liga-
miento a través del estadistico r”. Las diferencias en las frecuen-
cias de los haplotipos se analizaron usando la prueba exacta de
Fisher.

RESULTADOS

Se obtuvo las siguientes frecuencias a nivel mundial, para los
cuatro haplotipos de los SNPs rs3749474 y rs4864548: TA =
37,6%0; CG = 62,2%; CA = 0,08% y TG = 0,08%. Considerando
esas frecuencias, y que el haplotipo CG es ancestral segun la
informacién en 1000Genomes, resulta evidente que TA y CG
son los haplotipos parentales en las actuales poblaciones. Asi, la
frecuencia de recombinacién para estos dos /i es de 0,16 %. El
desequilibrio de ligamiento fue alto (+* = 0,92).

La frecuencia de TA en las poblaciones se encuentra en la
Tabla 1 y Figura 1. I.a menor frecuencia de genotipos portado-
res del haplotipo TA se encuentra en Africa, seguida por
Europa, Latinoamérica, Sur Asiatico y Este Asiatico. Al compa-
rar las frecuencias genotipicas entre todos los pares de pobla-
ciones, se confirma la alta divergencia de Africa. Existen
diferencias significativas (p < 0,05) en todas las comparaciones,
excepto entre Latinoamérica y Sur Asiatico (p < 0,62). Existe
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Tabla 1. Informacién sobre las macro poblaciones y poblaciones analizadas en este estudio y la frecuencia del haplotipo TA en cada una.

Macro poblacién (c6digo) Poblacion Codigo N % TA
Caribe-Africanos en Barbados ACB 96 16,7
Ancestria africana en el sur oeste de EEUU ASW 61 18,9
o Esan en Nigeria ESN 99 21,2
Africa .
(AFR) Gambianos del oeste 4 GWD 113 17,7
Luhyas en Webuye, Kenia LWK 99 13,1
Mendés en Sierra Leona MSL 85 14,7
Yorubas en Ibadan, Nigeria YRI 108 18,1
Total 661 17,2
Colombianos en Medellin CILM 94 38,3
América latina Ancestria mexicana en Los Angeles, EEUU MXL 64 43,0
(AMR) Peruanos en Lima PEL 85 58,8
Puertorriquenios en Puerto Rico PUR 104 40,4
Total 347 44,8
Chinos Dai en Xishuangbanna, China CDX 93 53,8
. Chinos Han en Beijing, China CHB 103 61,7
ng?SIZHCO Chinos Han del sur CHS 105 57.1
Japoneses en Tokio JPT 104 58,2
Kinh en Ciudad Ho Chi Minh, Vietnam KHV 99 54,0
Total 504 57,0
Utahefio con ancesttia del norte y oeste europeo CEU 99 40,9
Fineses en Finlandia FIN 99 35,7
Buropa Britanicos en Inglaterra y Escocia GBR 91 328
(EUR) ) g~ ) >
Ibéricos en Espafia 1BS 107 30,4
Toscanos en Italia TSI 107 31,8
Total 503 34,2
Bengalies en Bangladesh BEB 99 459
. Gujarati en Houston, Texas GIH 99 44,6
?S“ggsmuw Telugu en Reino Unido ITU 91 413
Punjabi en Lahore, Pakistan PJL 107 44.8
Sti Lanka Tamil en Reino Unido STU 107 41,7
Total 489 43,6

EEUU: Estados Unidos.
Fuente: elaboracién propia.

alta homogeneidad dentro de las cinco macro poblaciones. Perd
presenta una alta frecuencia, estadisticamente significativa, de
TA en relacién con las otras poblaciones de Latinoamérica (p <

0,05).

DISCUSION

El alto nivel de ligamiento entre los alelos de riesgo 1s3749474T
y 154804548A del gen CLOCK, aqui reportado, refuerza la
observacion del estudio de Pino-Astorga ef a/ [7], pues ambos
alelos de riesgo se heredan en conjunto en aproximadamente
un 44,8% de los cromosomas en la poblacion latinoamericana,
mientras que en el restante 55,2% lo hace el haplotipo de no

riesgo CG.

La alta divergencia de la macro poblacién de Africa, respecto a
las otras, podria deberse a la interaccion de patrones dietarios y
adaptacién  biolégica [9], asi como a cambios dietarios
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experimentados durante la transicién alimentaria [10]. Las dife-
rencias entre las restantes cuatro macro poblaciones podrian
deberse a presiones selectivas especificas, durante el pobla-
miento de los diferentes continentes.

Llama la atencion la alta homogeneidad entre poblaciones den-
tro de cada macro poblacién, lo que refuerza nuestra hipdtesis
sobre la heterogeneidad entre macro poblaciones. La alta diver-
gencia observada en la poblacién de Lima, que exhibié una alta
frecuencia del haplotipo TA, requiere de posteriores analisis.
Una posibilidad de explicacion a este hecho es la mayor acumu-
lacién de alelos de origen asiatico, considerando la historia de
poblamiento y mestizaje ocurrida en Peru.

Una limitacién del presente trabajo es la existencia de particula-
ridades poblacionales que aqui no son abarcadas. Ejemplo de
ello es la existencia de diferentes ancestrias dentro de las macro
poblaciones, como es el caso de poblaciones indigenas en
Latinoamérica. Esta necesidad se hace evidente al observar la
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Figura 1: Frecuencia del haplotipo TA en cada una de las poblaciones y macro poblaciones analizadas en este estudio.

El tamafio muestral para un margen error de 5% y un intervalo de confianza de 95% es de n = 385. Solo una macro poblacién, la
latinoamericana, presenta un tamafio muestral bajo ese valor, correspondiendo a 347 participantes. Para ese tamafio de muestra, el margen de

error es de 5,15%, es decir muy préximo al 5%.
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Fuente: elaboracién propia.

alta frecuencia del haplotipo TA en poblacién de Lima, Peru.
Esta presenta una mayor ancesttfa nativo americana, en relacion
con las otras poblaciones latinoamericanas aqui estudiadas. No
obstante esta limitacion, la evidencia recolectada permite esta-
blecer la existencia del haplotipo TA rs3749474-1s4864548 con
una relativa alta frecuencia y desequilibrio de ligamiento, siendo
un marcador candidato para un estudio de riesgo de sobrepeso
y obesidad en poblacion latinoamericana.

CONCLUSIONES

El alto nivel de ligamiento entre los alelos de riesgo 153749474 T
y 154864548A, junto a su relativa alta frecuencia en poblacion
latinoamericana, permiten confirmar la existencia del haplotipo
TA para estos polimorfismos. Ello lo convierte en un candidato
de investigacion a nivel poblacion, para establecer su relacion
con el desarrollo de la obesidad y sobrepeso.
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In silico population analysis of the CLOCK rs3749474T-
154864548 A haplotype and its relationship with obesity

Abstract

It has been suggested that the rs3749474T/rs4864548A haplotype of the CLOCK gene incteases the risk of obesity, but the popu-
lation variability of these alleles and the haplotype is unknown. This research aims to determine the linkage between the rs3749474T
and rs4864548A alleles from the database of 1000Genomes to confirm the existence of the T'A haplotype polymorphisms of these
alleles and their frequency in five macro populations. Linkage disequilibrium and haplotype frequencies for 2504 individuals from
26 populations were analyzed using the r~ statistic and Fisher's exact test. There is a high frequency of the TA haplotype in Latin
America (44.8%), a high linkage disequilibrium (r2= 0.92) worldwide between these alleles, a high differentiation between macro
populations, and a high homogeneity. The evidence warrants further studies on the association between this haplotype and the risk
of obesity and overweight in Latin American populations.

‘ @ @@@ \ This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License.
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