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Resumen

Anélisis de factores de riesgo para diabetes tipo 2 y obesidad en poblacion
colombiana de 40 a 70 afios

La obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) son enfermedades representativas de la
alteracion del metabolismo. Esta investigacion comparé factores de riesgo a obesidad y
DM2 en colombianos de 40-70 afios. Se evalu6 la glucosa preprandial y el perfil lipidico a
535 voluntarios; se les aplic6 el cuestionario FINDRISC, que incluye informacion de
antecedentes familiares, estilo de vida, composicién e indice de masa corporal; ademas
se analizaron los indices aterogénicos. Las medidas bioquimicas y antropométricas en la
poblacion mostraron situaciones de dislipidemias (54%), hiperglucemia (23%), alteracion
del perimetro de cintura (73%) y del IMC (70%). El FINDRISC valoré que el 57% de la
poblacién presenté riesgo entre moderado y alto a DM2.

El factor de riesgo genético se evalu6 mediante gPCR de alto rendimiento, en 111
voluntarios, e incluyé el andlisis de 16 SNPs relacionados con DM2 y 58 SNPs con
obesidad; de esos 27 presentaron OR=1 (relacién de probabilidad) como factor de riesgo
a obesidad. Se aplicé la puntuacién de riesgo genético como predictor de alteracion del
IMC, con alta sensibilidad y especificidad descritas por el area bajo la curva ROC
(AUC=0,9). En promedio la poblacion presenté 62% de riesgo genético a obesidad,
sugiriendo los genes LINGO2, NFE2L3, C20rf16, SEC16B, TNEM18, TBX15, APOAS5 vy
BDNF como biomarcadores. El riesgo genético a DM2 en la poblacion fue moderado
(64%), en relacion directamente proporcional con el IMC. El andlisis de biomarcadores a
DM2 sugirié a los genes PPARG, WFS1, JAZF1. Evaluar los factores de riesgo favorece
la deteccion y la intervencion temprana de las alteraciones metabdlicas, en un intento de

prevenir las complicaciones, que disminuyen la calidad de vida de la poblacién.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2, obesidad, FINDRISC, indices aterogénicos,

polimorfismos de un solo nucle6tido, factores de riesgo genético.



Abstract

Analysis of risk factors for type 2 diabetes and obesity in a Colombian population

between 40 and 70 years old

Obesity and type 2 diabetes mellitus (DM2) are representative diseases in the alteration of
carbohydrate and lipid metabolism. In this research, we compared risk factors for obesity
and DM2 in Colombians aged 40-70 years old. Preprandial glucose and lipid profile were
evaluated in 535 volunteers; they were administered the noninvasive FINDRISC
guestionnaire, which includes information on family history, lifestyle, composition and body
mass index (BMI), atherogenic indices were also analyzed. Biochemical and
anthropometric measurements in the population showed dyslipidemia (54%),
hyperglycemia (23%), altered waist circumference (73%) and BMI (70%). The FINDRISC

assessed that 57% of the population presented moderate to high risk of DM2.

The genetic risk factor was evaluated by high-throughput gPCR, in 111 volunteers, and
included the analysis of 16 SNPs related to DM2 and 58 SNPs associated with obesity; of
these 27 presented OR=1 (odds ratio) as a risk factor for obesity. Genetic risk score was
applied as a predictor of BMI alteration, with high sensitivity and specificity described by
AUC 0.9 (the area under the ROC curve). On average, the population presented 62%
genetic risk to obesity, suggesting the genes LINGO2, NFE2L3, C2orfl6, SEC16B,
TNEM18, TBX15, APOA5 and BDNF as biomarkers. The genetic risk of DM2 in the
population was moderate (64%), in direct proportion to BMI. The analysis of biomarkers to
DM2 suggested PPARG, WFS1, JAZF1 genes. Evaluating risk factors favors the detection
and early intervention of metabolic alterations, in an attempt to prevent complications,

which diminish the quality of life of the population.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus, obesity, FINDRISC, atherogenic indices, single

nucleotide polymorphisms, genetic risk factors.
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Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha informado que las enfermedades crénicas
no transmisibles (ENT) son la principal causa de muerte y discapacidad en el mundo [1].
Segun reportes del 2021, se estima que cada afio mueren 15 millones de personas con
edades entre 30 y 69 afios, por una de estas enfermedades. Las patologias
cardiovasculares lideran este grupo, seguidas por el cancer, las enfermedades
respiratorias y la diabetes [2]. Todos los grupos poblacionales son susceptibles de padecer
una ENT especialmente cuando se exponen a factores de riesgo como dietas
hipercaléricas (de alta ingesta de carbohidratos y lipidos, con bajo consumo de fibra),
sedentarismo, el consumo alcohol y el tabaco [1]. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), se ha
catalogado como la cuarta causa principal de ENT en todo el mundo, en consecuencia es
un problema global de salud publica que requiere de mayor atencion e intervencion de
caracter prioritario [2] [4], que ha venido aumentando paralelamente con la obesidad y el
riesgo cardiovascular, especialmente en paises de ingresos bajos y medios [2].

La DM2 se caracteriza por hiperglicemia, a consecuencia del uso ineficaz de la insulina
gue conlleva a resistencia a la insulina (RI), generando alteraciones de 6rganos, tejidos,
vasos sanguineos y nervios [3]. La obesidad se puede diagnosticar mediante el indice de
masa corporal (IMC), que relaciona la masa corporal del individuo (en Kg) con la talla (m)
al cuadrado (pesof/talla?). La condicién de obesidad (OB) es descrita por IMC= 30 vy el
sobrepeso (SP) entre 25y 29,9 [4]. A nivel mundial se reporta un mayor nidmero de muertes
debido al sobrepeso y la obesidad, en comparacion con las muertes a causa de la
desnutricion de cualquier tipo [5][6]; a partir de 1975, la obesidad se ha triplicado en todo
el mundo y en el 2016, mas de 1.900 millones de adultos tenian IMC 225, de éstos, mas
de 650 millones eran obesos [2][6]; durante el 2018 se reportd una de cada tres personas
presentaba sobrepeso [4]. En Colombia, la Encuesta Nacional de Situacién Nutricional
(ENSIN) en el afio 2015 report6 que en adultos entre 18 a 64 afios, el 56,4% de la poblacion
presentaba exceso de peso, especificamente con sobrepeso el 37,7% y con obesidad el
18,7% [5].

Para el afio 2021, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, de las siglas en ingles
International Diabetes Federation) estimé que a nivel mundial 537 millones de adultos

entre 20-79 afios padecian DM2; de éstos el 79,4% de la poblacion proviene de paises con



ingresos medios y bajos [6]. Durante el mismo afio para Colombia se report6 que 3,4
millones de personas padecian DM2, sin embargo, se sugiere de un subdiagnéstico. Esas
cifras convierten a esta patologia, en un problema de salud publica, entre otras por el gasto
en el recurso econdmico asociado al tratamiento, que es aproximadamente de siete
millones de pesos colombianos por persona [7]. El fondo Colombiano de Enfermedades de
Alto Costo, reporta que la tasa de mortalidad se calcul6 en 55 casos por cada 100.000
habitantes, se analiz6 que la incidencia en la poblacién nacional es de 4 casos nuevos por
cada 1000 habitantes [8]. En comparacion con las estadisticas de afios anteriores, el
reporte de DM2 disminuy6 debido a la emergencia sanitaria por COVID-19, en
consecuencia, se espera un alto porcentaje de pacientes que no han sido diagnosticados
y/o controlados, situacién negativa para su calidad de vida, dado que consultaran cuando
las complicaciones estén de manifiesto [9].

La Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD) ha reportado multiples factores de
riesgo asociados a la DM2, entre ellos un IMC mayor de 27 kg/m2, obesidad abdominal
(mayor a 88 cm en mujeres y 102 cm en hombres), familiares diabéticos en primer grado
de consanguinidad, residir en areas urbanas de forma reciente siendo de procedencia
rural; antecedentes obstétricos de diabetes gestacional (DMG) y/o ser hijos macrosémicos
(peso al nacer > 4 kg); ser menor de 50 afios con enfermedad coronaria; presentar
hipertension con otro factor de riesgo; presencia de triglicéridos mayor de 150 mg/dl y
colesterol de alta densidad (cHDL) menor de 35 mg/dl; presentar alteracion previa de la
glucosa y/o tener diagnostico de sindrome metabdlico [10]. La DM2 cursa en sus inicios
sin ningun tipo de sintomatologia o con sintomatologia sutil, por lo que es conocida como
“la enfermedad silenciosa”, de ahi que la prevencion y el diagndstico temprano sea la clave
para evitar o enlentecer el desarrollo de las complicaciones de la DM2, generalmente

asociadas a dafios micro y macrovasculares [11].

La escala de riesgo FINDRISC es una herramienta no invasiva, para la prediccion de DM2.
La valoracién de esta escala permite identificar el riesgo a desarrollar la enfermedad en los
siguientes 10 afios; siendo de origen y aplicacion inicial en la poblacién finlandesa, pero
validado en diferentes paises [11]. La guia practica clinica para el diagnéstico, tratamiento
y seguimiento de la DM2 en la poblacién mayor a 18 afios de Colombia, tiene en cuenta la
escala de riesgo FINDRISC como método de control y tamizacién a la poblacion que

permita dar una alerta temprana [12]. Aunque la DM2 tiene base multifactorial, la obesidad



y la inactividad fisica son la caracteristica coman. Por esa razén, uno de los objetivos
planteados en el Plan de accién mundial para la prevencion y el control de las ENT para
2025 es reducir la mortalidad conjunta de diabetes y obesidad [1]. En estas patologias
existe asociacion entre polimorfismos genéticos y factores ambientales. Se ha identificado
gue la relacion entre la genética y los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) incide en
el desarrollo de la enfermedad [13]. Existen polimorfismos que se encuentran en las
regiones codificantes (cSNP) y se usan para verificar las mutaciones de genes de

enfermedades y su susceptibilidad [13].

Los estudios alrededor de todo el genoma (GWAS, por sus siglas en inglés de Genome-
Wide Association Study) han identificado locus que se relacionan al desarrollo de estas
patologias, en los estudios de poblacién y grupos étnicos [14]. Se ha asociado que los
hijos de un progenitor diabético presentan un 40% de riesgo a desarrollar DM2, y en el
caso de que ambos padres sean diabéticos el riesgo aumenta al 70%, sugiriendo el factor
genético de la enfermedad [14]. Los paises de la regién de América Latina tienen mayor
prevalencia a desarrollar DM2 debido al conjunto de las causas ambientales y genéticas
qgue contribuyen a su etiologia [15], para su estudio es necesario tener en cuenta la
localizacion y el papel fundamental de los SNP para genes especificos que se encuentren
relacionados. En Colombia y América Latina los estudios relacionados a estas variantes
genéticas son escasos, por esta razon se hace necesario realizar pesquisas que permitan
ampliar la informacién del andlisis de SNP y puedan relacionarse con los marcadores

bioquimicos en el desarrollo de DM2 y obesidad [16].

Este proyecto ha sido financiado por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia de Colombia,
hace parte del macroproyecto “Obesidad y diabetes en Iberoamérica: factores de riesgo y
nuevos biomarcadores predictivos” financiado por el CYTED (IBEROBDIA 918PTE0540).
Como grupo de investigacion las actividades experimentales de reclutamiento de
voluntarios, medidas de composicion corporal y medidas antropométricas fueron
desarrolladas en conjunto, con la participacion de todos los integrantes del grupo, por tal
razén los datos son compartidos en otros reportes cientificos y son la base de comparacion

con el analisis de riesgo genético.



Marco Teoérico

1.1 Diabetes Mellitus Tipo 2

La IDF define a la DM2 como una enfermedad multifactorial compleja y crénica que se
caracteriza por la incapacidad de produccion y utilizaciéon de la insulina y trae como
consecuencia hiperglucemia crénica [9]. Se encuentra asociada a factores genéticos y
ambientales, esta caracterizada por (i) un incremento en la produccion de insulina
(hiperinsulinemia) por parte de las células beta pancreaticas, que con el tiempo lleva a
dafio en estas células al tratar de mantener la demanda; (ii) uso ineficiente de la insulina a
nivel celular que resulta en resistencia a la insulina (RI); (iii) alteracién en el efecto del
sistema incretina, perdiéndose el metabolismo fisiologico de proteinas y lipidos [15] [17].
En la figura 1.1 se describen los tejidos y las rutas involucrados en el desarrollo de la DM2.

La insulina endégena es una hormona anabdlica liberada por las células beta pancreaticas
encargada de disminuir la concentracion de glucosa en sangre, provocar aumento de peso,
inhibir el catabolismo proteico (aumento de masa corporal magra), estimular la lipogénesis
e inhibir la lipolisis, ralentiza el metabolismo basal y aumentar la acumulaciéon de grasa
[18][19].

En condiciones fisioldgicas, la insulina se une a su receptor INSR (del inglés insuline
receptor), que es una proteina transmembranal caracterizada por estructura tirosina
quinasa. La union receptor ligando conlleva a una cascada de sefializacion mediada por
fosforilacion de efectos citoplasméticos y transcripcionales [20]. La hiperinsulinemia en los
estados de RI es consecuencia de una menor expresion de receptores de la hormona en

las membranas celulares o de isoformas de menor afinidad [19].

El INSR se caracteriza por tener dos isoformas Ay B; la isoforma B se expresa en higado,

células beta pancreéticas, musculo, tejido adiposo vy rifidn, tejidos diana de los efectos
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metabodlicos de la insulina y estdn asociados a variadas respuestas efectoras de la
hormona. La isoforma A se expresa durante el desarrollo fetal y en el cerebro, tiene afinidad

ademas por el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF2) [21]

’ Predisposicion genética Ll?aclgorsvg;amb ntales

|

Resistencia a la PR ‘ obesidad
insulina

!

en el pancreas
hay una fallaen
la liberacion de
lainsulina

Disminucion captacion de
glucosa por parte miocito
y tejido adiposo

Incremento de la
liberacién de glucosa —eep

Hipelrglucemia

v

Diabetes tipo 2

Figura 1.1 Tejidos y rutas involucradas en DM2 y obesidad [19].

El desequilibrio en la ingesta caldrica, con bajo gasto de energia e incluso predisposicion
genética son la base para el desarrollo de la RI. Esto tiene como consecuencia disminucion
o perdida de la sefalizacion de la insulina luego de la unién con su receptor en los tejidos
diana, generalmente asociada con alteracion de las modificaciones postraduccionales de
las enzimas involucradas en el proceso. El resultado de la perdida de la sefializacion
conlleva a efectos citoplasmaticos (i) sobre la accion del transportador de glucosa GLUT4,
disminuyendo la entrada de glucosa al miocito y al adipocito, generando hiperglicemia. (ii)
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se pierde la regulaciéon de las enzimas quinasas y fosfatasas del metabolismo de los
carbohidratos y de los lipidos. Se generan alteraciones transcripcionales relacionadas con
las proteinas involucradas en el metabolismo [23]. Dentro de la respuesta del pancreas a
la Rl se genera un aumento de secrecion de insulina por parte de las células beta que
conlleva a que se den (i) lipodistrofias que es el deterioro en el almacenamiento de energia
de los adipocitos por el impacto negativo del manejo de la glucosa en higado y musculo,
(i) defecto en la sefalizacion de insulina [22]. En el caso de la DM2 las células que se ven
con mayor afectacion son las células beta pancreaticas ya que su funcién decrece y se da
un aumento en la apoptosis [20], y asi puede inhibir o promover la secrecién segun la
relacién con el metabolismo [21].

1.2 Sintomas y complicaciones asociadas a la DM2

En el diagnéstico de una persona con DM2 y para facilitar la estrategia de manejo se tienen
en cuenta dos parametros, (i) niveles de glucosa normal (normoglucemia) con procesos
fisiopatoldgicos que empiezan con alteracion previa al metabolismo de la glucosa; (ii)
niveles elevados de glucosa en sangre [2], asociado a sintomas que se presentan en su
desarrollo como (a) polidipsia, aumento de sed, (b)poliuria, aumento en ganas de orinar y

eliminacion frecuente de orina, (c) polifagia, aumento excesivo por ganas de comer [23].

Dentro de las complicaciones de la DM2 estén las alteraciones macrovasculares que estan
relacionadas con enfermedad coronaria, miocardiopatia, arritmias, enfermedad cerebro
cardiovascular, enfermedad arterial periférica, que incluso puede llevar a la muerte del
paciente diabético. EI mecanismo principal de su desarrollo es el estrés oxidativo y
contribuye a la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) [24][25]. Las
complicaciones microvasculares estan asociadas a (i) la retinopatia, por ser la retina
altamente vascularizada, los dafios a nivel de vasos sanguineos ocasiona edemas y
hemorragias, dando lugar a pérdida de vision; (i) la nefropatia se da cuando hay un
aumento de proteinuria (microalbuminuria), que es uno de los indicativos de dafio a nivel
renal, y suele ser asintomatica [26], y (iii) la neuropatia, asociada a dafio en cualquier
nervio del cuerpo, principalmente genera mala circulacién en los pies que conlleva a
heridas debido a la perdida sensorial, luego a Ulceras y hasta amputaciones; en los
hombres se presenta disfuncién eréctil [27][28]. A medida que el riesgo cardiovascular

aumenta se puede desarrollar periodontitis, que es la perdida de dientes debido a la
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inflamacién del tejido que rodea el diente [10][29]. Los datos clinicos y epidemiologicos
indican que la DM2 en combinacién con el IMC elevado es un factor de riesgo para
desarrollar cancer colorrectal, renal, pancreatico, hepatico, vesicula biliar, mama, ovario,
cuello uterino, endometrio y enfermedades digestivas, debido a la hiperinsulinemia,
hiperglucemia y la inflamacion [26].

Alrededor de la mitad de los pacientes que presentan DM2 tienen hipertension arterial
(HTA), asociado con colesterol de baja densidad (cLDL) 2100 mg/dL, junto colesterol no
HDL vy triglicéridos aumentados en comparacién con poblacion sin diabetes. El
envejecimiento y la etnicidad aumenta en gran medida que se de esta heterogeneidad de

las caracteristicas que presentan las personas que padecen DM2 [2].

1.3 Diagnostico de diabetes

El diagnéstico clinico de la DM2 se establece en funcion de tres parametros, (i) valores de
glucosa plasmatica en ayunas, y luego de la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG);
(i) valor de hemoglobina glicosilada; vy (iii) prueba aleatoria de glucosa en sangre [30].

Glucosa plasmatica en ayunas

La glucosa preprandial se determina mediante andlisis enzimatico- colorimétrico en mg de
glucosa/dL de suero. El paciente debe acudir al laboratorio clinico, en ayuno de no mas de
8 horas (preprandial), donde se le realizara la extracciéon de sangre. En funcién del valor

de glucosa obtenido (ver tabla 1.1), el paciente podréa ser diagnosticado [23][31].

Tabla 1.1 Valores referencia de glucosa plasmatica y su interpretacion

Concentracion de Glucosa pla_smética en Diagnostico
ayunas o preprandial
70-99 mg/dL Glucosa en sangre normal
100-125 mg/dL Prediabetes o glucosa en ayunas alterada
Glucosa en ayunas 2126 mg/dL Diabetes mellitus tipo 2
Glucosa mas sintomas = 200 mg/dL

Valores reportados por la guia practica clinica para el manejo y control de DM2 en poblacién
colombiana del afio 2017 [23].
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Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTOG)

En esta prueba ademas de la glucosa preprandial, el paciente debe ingerir una carga de
glucosa del 21,4% (75 g de glucosa anhidra disueltos en 350 mL de agua a temperatura
ambiente), justo después de la primera toma de muestra de sangre. A las dos horas
poscarga se hace una nueva extraccion de sangre para realizar el andlisis de glucosa
enzimatico-colorimétrico. La PTOG permite determinar alteraciones en la internalizaciéon

fisiolégica de la glucosa. La tabla 1.2 muestra los valores de referencia poscarga [23] [30].

Tabla 1.2 Valores de referencia de la PTOG

Concentracion de Glucosa Diagnostico
plasmatica poscarga.
<140 mg/dL Normal
141- 199mg/dL Prediabetes o tolerancia alterada a la glucosa
= 200 mg/dL Diabetes

Valores reportados por la guia préctica clinica para el manejo y control de DM2 en poblacién
colombiana del afio 2017 [23].

Cuando se reportan valores que indican tolerancia alterada a la glucosa se relaciona
directamente a un mayor riesgo a desarrollar DM2. En esta etapa el proceso puede ser
reversible a condiciones fisioldgicas, por ello la Asociacion Latinoamericana de Diabetes
(ALAD) estipula que si se realizan intervenciones positivas en el estilo de vida, que incluye
una dieta equilibrada y actividad fisica pueden llevar a niveles normales de glucosa en

sangre [9].

Prueba aleatoria de glucosa

En esta prueba aleatoria o también llamada glucosa al azar se realiza un analisis de
glucosa en sangre que es tomado en cualquier momento del dia. Se hace el diagndstico

de DM2 cuando el nivel de glucosa en sangre es igual o superior a 200 mg/dL [30].
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Hemoglobina glicosilada (HbA1lc)

La hemoglobina es una hemoproteina de los glébulos rojos, cuya funcion es transportar el
oxigeno a las células. La glucosa por ser una molécula tan reactiva genera reacciones de
glicosilacion no enzimatica con esta proteina, en caso de hiperglicemia se ha relacionado
un valor mayor al 5,7% [30][32]. Ese porcentaje es referente de las concentraciones de
glucosa en sangre promedio durante los Ultimos dos o tres meses (viabilidad de los
glébulos rojos), la tabla 1.3 muestra los valores referencia para este marcador [30][33].

Tabla 1.3 Valores de referencia HbAlc

Valores de HbAlc. Diagndstico
<5,7% Normal

5,7% a 6,4% Prediabetes
2 6,5% Diabetes

Valores reportados por la guia practica clinica para el manejo y control de DM2 en poblacion
colombiana del afio 2017 [23].

1.4 Factores de riesgo asociado a DM2 y obesidad

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de DM2 se encuentran (i) los no modificables
como la edad y la predisposicion genética; (i) los modificables que incluyen el
sobrepeso/obesidad, alimentacién inadecuada y sedentarismo. Esos Ultimos también se
conocen como factores ambientales y son los que mas han influido en el aumento de la

prevalencia de DM2 en las ultimas tres décadas [34].

La obesidad es una condicion fisiolégica que estd caracterizada por una acumulacion
anormal de grasa y se cataloga como un factor de riesgo para ENT. Tiene incidencia en la
DM2 y enfermedades cardiovasculares debido al estilo de vida [35], y factores genéticos
gue influyen en la ingesta de alimentos y en la eleccion de éstos que contribuyen a la
obesidad [36].

La diabetes y la obesidad se han enmarcado bajo el nombre de diabesidad, mostrando
una interrelacion fisiopatolégica. Este término surgié debido a que el IMC por si solo es

una medida incompleta, que no tiene en cuenta la composicion corporal (grasa corporal y
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musculo). En el IMC no se incluye la relacion entre un exceso de grasa o baja masa
muscular (sarcopenia), por esta razOn es necesario tener en cuenta medidas
antropométricas adicionales como el perimetro de cintura. Con éste se relaciona la
acumulaciéon de grasa abdominal, la Rl, aumentando el riesgo de ateroesclerosis y
mortalidad prematura [37]. El manejo del control glucémico es una de las prioridades en

una situacion de diabesidad, la cual se ha visto en aumento en las Ultimas décadas [19][38].

La obesidad esta relacionada con varias complicaciones, entre ellas, enfermedades
cardiovasculares, trastornos metabdlicos, enfermedad pulmonar obstructiva, artritis,
cancer y afecciones psicosociales que son consecuencia de la hiperglucemia,
hiperlipidemia, RI e inflamacién cronica [39]. La relacion de estas condiciones se da debido
a la inflamacién crénica que se asocia a la obesidad, donde las citoquinas proinflamatorias
producidas por los adipocitos afectan los tejidos insulinodependientes y las células beta
pancreaticas. Se conforma un estado de lipotoxicidad que promueve de forma ciclica el

dafio en los tejidos [40].

1.4.1 The Finnish Diabetes Risk Score (FINDRISC)

El test o cuestionario de FINDRISC es una herramienta no invasiva, para la valoracién del
riesgo a DM2 a 10 afios, e incluso permite detectar casos asintomaticos de la patologia
[41]. La escala fue disefiada para la poblacién finlandesa, ha permitido adaptarse y
validarse en diversas partes del mundo. Ademas de no ser invasiva, tiene otras ventajas
como, bajo costo, facil de realizar, de alta sensibilidad y especificidad que permite alertar,
prevenir y llamar la atencion en ciertos pardmetros de estilo de vida [65][66][67]. El
FINDRISC asigna puntaje entre 0 y 5 diferencialmente a las siguientes ocho variables (i)
la edad, (ii) el IMC, (iii) el perimetro de cintura, (iv) el consumo de medicamentos para la
hipertension, (v) el consumo diario de frutas y verduras, (vi) la actividad fisica diaria, (vii)
los antecedentes de niveles de glucosa elevados y (viii) antecedentes familiares de
diabetes. En la poblacién finlandesa el punto de corte validado y mas eficiente para
discriminar entre alto y bajo riesgo de DM2 fue 14/15 puntos, sin requerir de mediciones
en el laboratorio. De acuerdo con las guias del Ministerio de Salud de Colombia el punto

de corte para seguimiento o alerta es 12 puntos [34] [63] [64].
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1.4.2 Variantes génicas asociadas a DM2

La epigenética es un factor en la patologia porque puede influir de manera positiva o
negativa en la expresion de determinados genes. Estudios recientes han identificado una
serie de factores genéticos que explican en parte la variabilidad interindividual de la
susceptibilidad [41]. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son las variaciones
genéticas que se encuentran relacionadas con el desarrollo de patologias multifactoriales.
Se caracterizan por ser marcadores genéticos que estan distribuidos alrededor de todo el
genoma. En promedio se localizan cada 250 pb, e involucran la sustitucién de un nucleétido
cuando se comparan con los cromosomas homélogos [42]. Los SNP varian de acuerdo
con la ubicacion en la que se encuentren en el genoma y a partir de esto se realiza su

clasificacion segun la regién en la que estén localizados (Tabla 1.4).

Tabla 1.4 Clasificacién de los SNPs

SNP funcionales Ubicacion Funcién

Promotor codificante y no
codificante de proteinas

rSNP y miR-rSNP Alteracion en la expresion de la proteina

Altera traduccion estabilidad longitud y la

SrSNP Pre-mRNA y mRNA maduros . A
interaccion

Afectan la estructura y funcién o actividad

cSNP Secuencia codificante p
de las proteinas

Tomado de [42].

Los SNP funcionales de promotores de genes que codifican para proteinas se conocen
como SNP reguladores (rSNP). También existe los SNP no codificantes de regiones
reguladoras conocidos como microRNA (miR-rSNP), que afectan la expresion génica [43].
Esos miR-rSNP se han relacionado con el desarrollo de enfermedades, dado que al unirse
al ADN pueden competir con los factores de transcripcion en los sitios de reconocimiento
y alterar la capacidad transcripcional de un especifico gen. Los SNP funcionales
localizados en la estructura de los mMRNA precursores (pre-mRNA) y los mRNA maduros
se denominan miR-srSNP, que pueden intervenir en los procesos de traduccion, corte y

empalme [44].

Los SNP funcionales se clasifican en (i) sinbnimos (SSNP), cuyo cambio en el nucledétido
no altera el cédigo del codon por lo que da origen al mismo aminoéacido; y (ii) no sinénimos

(nsSNP) que se encuentran ubicados en las regiones codificantes de exones. Estos Ultimos
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pueden ser “sin sentido” cuando generan un codén de parada y terminacién de la proteina;
o de “sentido erroneo” que producen cambio de un aminoacido, afectando la secuencia,
estructura y funcion de la proteina producto [45]. La asociacion de la DM2 con los factores
genéticos y la influencia para su desarrollo puede variar dependiendo el grupo étnico y
antecedentes consanguineos. Al comparar pacientes con factores de riesgo modificables
pero que no presentan antecedentes familiares, en ellos se tiende a retrasar los signos y
sintomas de la patologia. Mientras que los pacientes con antecedentes familiares de DM2,
generalmente presentan (i) alteraciones asociadas a hiperglucemia mucho antes de su
desarrollo; (ii) fallas en el metabolismo no oxidativo de la glucosa; (iii) RI; y (iv) aumento de
peso que se produce de manera mas temprana [46].

Los estudios realizados a lo largo del genoma humano, especialmente en el GWAS, han
relacionado genes y alelos de riesgo con la susceptibilidad al desarrollo de la DM2,
determinando loci de riesgos genéticos que contribuyen a la predisposicion de desarrollarla
[47][48]. En latabla 1.5 se describen las variantes de los alelos que contribuyen de manera
significativa a la prediccion de DM2, y que son los analizados en la prueba comercial
Prevent DM2 del grupo PATIA [49].

Entre la lista de variantes que se ha analizado las de mayor y constante asociacion al
desarrollo de DM2 son TCF7L2, PPARG, FTO, KCNJ11, NOTCH2, WFS1, CDKAL1,
IGF2BP2, SLC30A8, JAZF1 y HHEX [64][70]. Estas variantes se relacionan con procesos
del metabolismo de los carbohidratos y de los lipidos, también efectos de la proliferacion,
regeneracion y apoptosis de las células beta pancreéticas [70]. EI TCF7L2 hace parte del
factor de transcripcion 7 asociado a la secrecion de la insulina y se relaciona con la
expresion de los islotes de Langerhans; hasta el momento ha sido el gen mas estudiado
en cuanto a los SNP. Esta variante presenta un efecto alterado de la accion de la insulina
y de la incretina en los individuos que portan el polimorfismo [47][61]. Con relacién a la
repercusion de todas las variantes genéticas, se ha reportado que cada variante adicional
ocasiona un aumento entre el 16% y el 19% de riesgo a DM2 [71]. Los estudios del GWAS
sefialan que mas del 90% de los SNP ocurre en los intrones y hacen parte de las regiones

no codificantes, que pueden ser de accion reguladora [72].
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Gen Localizacion ,iAIeIo Posicién Caracteristica Ref.
SNP riesgo
SLC16A11 rs75493593 T 17p13.1 Metabolismo de lipidos, aumento TAG 'y RI 2 [50] [56 [52]
INS-IGE2 rs149483638 ; 11p15.5 ,::llﬁazrs;cfactor, promueve proliferacién y supervivencia de las 52153]
HNF1A SO A 1202031 L el et eta delpincres | [sals)
WFS1 rs4458523 G 4p16.1 Falta de funcion de la wolframina, deficiencia de insulina [56]
Transportador salida de Zinc implicado en la acumulacién en
SLC30A8 rs3802177 8g24.11 vesiculas intracelulares, se relaciona con los procesos de
maduracién y almacenamiento de insulina [57]
PPARG rs1801282 c 3p25.2 :Zegg;:l::;r en la diferenciacidn de adipocitos y homeostasis de s8]
IGF2BP2 rs4402960 T 3927.2 Implicada en el desarrollo pancreatico [59]
CDKAL1 rs7756992 G 6p22.3  No se conoce su funcidn, se asocia a susceptibilidad de DM2 (60]
ADCY5 rs11717195 T 3921,1 Relacionado con niveles elevados de glucosa en ayunas [61]
w0 st Sere i mheedmpeet
HHEX/IDE rs1111875 C 10g23.33 Esencial para el desarrollo de las células del pancreas (63]
KCNJ11 rs5219 T 11p15.1 Control en la secrecién de la insulina [64][65]
KCNQ1 rs2237897 C 11p15.4 Influye en la secrecién de insulina, metabolismo glucosa (66]
TCF7L2 rs7903146 T 10925.2 Regulacion metabolismo de glucosa, dafio secrecién insulina (64]
FTO rs9936385 C 16q12.2 Actla como regulador de la masa grasa, adipogénesis [67]
CDKN2A/B rs10811661 T 9p21.3  Regeneracion en las células beta (68]

ITAG: triacilglicerol y 2RI: resistencia a la insulina. En la tabla se identifica cada variante, la via, la localizacion de cada SNP mediante el rs (del

inglés reference SNP) y los alelos que se ven implicados [69].
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Con relacién a la raza y el origen étnico, Latinoamérica se caracteriza por tener
contribuciones ancestrales de Europa, América y Africa. La mayor carga genética al
desarrollo de DM2 y enfermedades cardiovasculares se encuentra en América, con una
alta prevalencia en los nativos americanos y afroamericanos, en comparacién con los
europeos que emigraron a Estados Unidos [73]. La prevalencia de la DM2 en hispanos
/latinos se encuentra en aumento y se relaciona con los factores genéticos de mayor
ascendencia nativa americana y africana; como caracteristica comun se presentan niveles
socioecondémicos bajos [74]. Puede sugerir que los factores ambientales determinan
predominantemente los resultados de DM2 en comparacién con los factores genéticos
[35]. El riesgo a DM2 es de dos a cinco veces mayor en latinos, y hay una contribucién del

nivel socioeconémico a la relacién ascendencia-diabetes [75].

En la poblacién latinoamericana se han reportado diversos estudios asociados a los SNP
de riesgo para DM2, entre estos las variantes del gen SLC16A11 que son comunes en
individuos mexicanos que presentan un aumento del 20% en el riesgo a DM2 [75]; esta
variante se proyecta como un potencial objetivo terapéutico [76][51][77]. El gen SLC16A11
traduce a una proteina con funcion de transportador de monocarboxilato ligado a protones,
entre ellos el piruvato, y se involucra en el metabolismo de los carbohidratos y lipidos

hepaticos [51].

El consorcio de DM2 en Medicina Gendmica para América (SIGMA) ha caracterizado la
base genética en poblaciones mexicanas y latinoamericanas, donde la prevalencia a esta
patologia es el doble de la reportada para los blancos no hispanos de USA. Los estudios
se miden con la localizacion del SNP (rs), la relacién de probabilidades (OR del inglés Odds
Ratio), que indica la probabilidad de que ocurra una enfermedad y el valor “p” que refleja
la significancia estadistica. Se ha reportado que para el gen TCF7L2 (rs7903146), el valor
p es 2,5 x 1077 (de alta significancia estadistica), y el OR es 1,41, dentro de un intervalo
de confianza del 95 % [55]. El gen KCNQ1 codifica para una proteina con funcion de canal
de potasio dependiente de voltaje, se expresa en tejido cardiaco, cerebral, adiposo y
pancreético [66]. Se ha reportado que la variante rs2237897 de KCNQZ1, con un valor p de
4,9 x 1071 (de alta significancia estadistica), presenta un OR de 0,74 dentro del rango de

confianza del 95% [78][50].

En Colombia se reporté un estudio de SNP asociados al desarrollo de DM2, el analisis

incluy6 545 pacientes con DM2 del nordeste colombiano. La investigacion se centré en las
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proteinas desacoplantes (UCP) de la produccion de ATP en la respiracion mitocondrial;
éstas pertenecen a la familia de transportadores de aniones con liberacién de protones
gue llevan a la disipacion de energia en forma de calor. Se encontré que algunas de las
variantes de las proteinas desacoplantes 1, 2 y 3 y sus haplotipos confieren riesgo para
DM2; especificamente las variantes -3826A (OR=0,78; 1C95%,; p=0,02), -55C (OR=1,41,
IC95% 1,04-1,92; p=0,03), respectivamente, y el haplotipo D45, -866G, -1957G, -2723T, -
55C (OR=1,26; IC95% 1,02-1,56; p=0,03) [79].

1.5 Variantes génicas asociadas a obesidad

Diferentes investigaciones evidencian que la obesidad es altamente prevalente y
hereditaria. La relacion de la distribucion de grasa corporal medida a través del IMC y la
relacion cintura-cadera son moduladas por diferentes loci indicando el caracter hereditario.
Se reporta de una contribucién genética sustancial al riesgo de obesidad entre el 40y 70%
[80][81].

Utilizando gPCR de alto rendimiento se pueden hacer estudios de variantes SNP, esta
técnica tiene amplias aplicaciones en el campo de la medicina, entre ellas el analisis de la
expresion génica, diagnoéstico y seguimiento de ciertas enfermedades y estudios de
sefializacion de vias metabdlicas. Permite utilizar volimenes muy pequefios del orden de
los nanolitros en la reaccién, lo que la convierte en una herramienta atractiva en
investigacion. En esta técnica se permite hacer varios ensayos que pueden ser analizados

al mismo tiempo con mas sensibilidad y especificidad [82].

El grupo de investigacion del Laboratorio de Higiene, Inspeccion y Control de Alimentos
(LHICA) de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Santiago de Compostela,
seleccion6 un grupo de SNPs asociados a obesidad, consultando la informacion en las
bases de datos cientificas Scopus y Web of Science. La busqueda se realiz6 con las
palabras claves “SNPs”, “obesidad”, “sindrome metabdlico”, “Puntuacion de Riesgo
Genético (PRG)” y “GWAS”. De acuerdo con el metaandlisis se seleccionaron 53 genes

con 64 variantes asociadas con riesgo a obesidad (Tabla 1.6).
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Tabla 1.6 SNPs asociados a obesidad
Gen Identificador Alelo de Rasgo GWAS Ref
NCBI riesgo Sujetos (N) | P-value

DNM3 rs1011731 G IMC?, RCC2 | 77094 1,72 x 10710 [81]
GRB14 rs10195252 IMC, RCC 77119 3,23 x 10710 [81]
LIPC rs10468017 T HDL, CCs3 22161 5,5 x 1078 [84]
HSD17B4 rs10478424 A IMC, RCC 73137 1,02 x 1075 [85]
NFE2L3 rs1055144 T IMC, RCC 77145 1,49 x 1078 [81]
BDNF rs10767664 A IMC 204158 2,67 x 1025 [86]
GNPDA2 rs10938397 G IMC 197008 1,6 x102° [86]
LRRN6C rs10968576 G IMC 216916 2,65 x 1013 [86]
NCAM2 rs11088859 A CcC 1060 3,75 x 1078 [87]
FTO rs1121980 A IMC 16876 3,6 x 108 [88]
MAP3k1 rs11743303 G IMC, RCC 73137 2,27 x 1076 [85]
PRKD1 rs11847697 T IMC 241667 2,23 x 1010 [86]
FTO rs12149832 A IMC 62245 4,80 x 1022 [75]
GPRC5B rs12444979 C IMC 239715 3,27 x 102 [86]
LY86 rs1294421 G IMC, RCC 77154 6,31 x 10°° [81]
MC4R rs12970134 A IMC 2684 4,6 x 1076 [36]
COBLL1 rs13389219 C RCC 9880 2,68 x 1076 [87]
HOXC13 rs1443512 A IMC, RCC 77165 3,33 x 1078 [81]
TNNI3K rs1514175 A IMC 227900 2,51 x 1013 [86]
FTO rs1558902 A IMC, RCC 192344 2,3x 101 [86]
CETP rs173539 C HDLS, CC 22161 1,0 x 10716 [84]
MC4R rs17782313 C IMC? 110567 1,10 x 1020 [86]
FTO rs17817449 G IMC 65406 4,60 x 10?7 [80]
ZNF512 rs1919128 A TG#, CC3 22161 2,0x107° [84]
ZNF259 rs2075290 C TG, CC 22161 1,1 x 10716 [84]
MAP2K5 rs2241423 G IMC 227950 2,76 x 1018 [86]
APOAS5; ZPR1 | rs2266788 A TG, CC 22161 2,2 x 10716 [84]
QPCTL rs2287019 C IMC 194564 7,56 x 1015 [86]
NEGR1 rs2815752 A IMC 198380 2,95 x 1020 [86]
TMEM18 rs2867125 C IMC 197806 3,71x 10 | [86]

1IMC indice de masa corporal, 2RCC ratio cintura cadera, 3CC circunferencia cintura,* TG triglicéridos




Andlisis de factores de riesgo para diabetes tipo 2 y obesidad en 21
poblacion colombiana de 40 a 70 afos
Tabla 1.6 (continuacion) SNPs asociados a obesidad
Gen Identificador | Alelo de Rasgo GWAS Ref
NCBI riesgo Sujetos (N) | P-value

LRP1B rs2890652 C IMC 209068 9,27 x 101 [86]
IRS1 rs2943650 T % Grasa 76150 3,80 x 1011 [61]
CCDC121 rs3749147 TG, CC 22161 1,4 x10°° [84]
MTIF3 rs4771122 G IMC 198577 9,48 x 1010 [86]
ZNRF3- rs4823006 A IMC, RCC? | 77086 2,41 x 1075 [81]
LYPLAL1 rs4846567 G IMC, RCC 77167 2,37 x 10712 [81]
SPRY2 rs534870 A % Grasa 70831 3,2x 108 [89]
SEC16B rs543874 G IMC 179414 7,68 x 102 [86]
MC4R rs571312 A IMC 203600 2,22 x 1040 [86]
SEC16B rs574367 T IMC? 65406 9,47 x 1020 [80]
TMEM18 rs6548238 C IMC 114643 3,20 x 1026 [61]
MC4R rs6567160 C IMC 65406 2,76 x 10°%° [36]
GRB14 rs6717858 T IMC, RCC? | 73137 2,78 x 1071 [85]
ADAMTS9 rs6795735 C IMC, RCC 77162 2,47 x 1077 [81]
VEGFA rs6905288 A IMC, RCC 77129 4,72 x 10710 [81]
FAIM2 rs7138803 A IMC 200064 1,63 x 107 [86]
ITPR2 rs718314 G IMC, RCC 77167 2,41 x 1078 [81]
SH2B1 rs7359397 T IMC 204309 9,54 x 1020 [86]
GCKR rs780093 T TG4 CC® | 22161 1,9 x 1012 [84]
FTO rs8050136 A IMC 72003 1,1 x 1047 [67]
RSPO3 rs9491696 G IMC, RCC 77164 2,10 x 1074 [81]
ETV5 rs9816226 T IMC 196221 1,69 x 1018 [86]
TBX15 rs984222 G IMC, RCC 77167 3,81 x 1074 [81]
TFAP2B rs987237 G cC 195776 1,24 x 101 | [86]
FTO rs9939609 A CcC 159848 5,4 x 104 [89]

1IMC indice de masa corporal, 2RCC ratio cintura cadera, 3CC circunferencia cintura,* TG

triglicéridos
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Con las secuencias de estas variantes se disefié una matriz como herramienta para el
analisis de SNPs en la poblacion mediante la tecnologia qPCR de alto rendimiento; varios
de los genes seleccionados que presentan SNPs pueden ser de tipo monogénicos o
poligénicos y estan relacionados con metabolismo lipidico, el IMC, la asociacion

cintura/cadera, el perimetro de cintura, entre otros [83].

Los anteriores estudios son una muestra de la utilidad de analizar las variaciones génicas
para establecer el riesgo a DM2 y a obesidad. En ese orden de ideas se considera que
estas investigaciones deben ser de mayor implementacion en Colombia, como parte de la

estrategia de prevencién y seguimiento de estas enfermedades metabdlicas.
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Objetivos

2.1 Objetivo general

Comparar entre factores de riesgo a DM2 y obesidad en poblacion colombiana entre 40 y
70 afios.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Evidenciar los factores de riesgo asociados a DM2 con escala FINDRISC, medidas
antropomeétricas y analisis bioquimicos.

2.2.2 Analizar factores de riesgo asociados a obesidad mediante compaosicién corporal y
analisis bioquimicos.

2.2.3 Asociar pruebas bioquimicas y factores de riesgo a polimorfismos de un solo
nucleotido.
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Materiales y Métodos

Esta investigacion hace parte del proyecto “Obesidad y Diabetes en Iberoamérica:
Factores de riesgo y nuevos biomarcadores patogénicos y predictivos”, financiado por el
programa lberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CyTED), y por el
Ministerio de Ciencia y Tecnologia de Colombia como proyecto de la red IBEROBDIA
(918PTEO0540). Se desarroll6 en el grupo de investigacion de Bioquimica y Biologia
Molecular de Micobacterias (BBMM) del Departamento de Quimica de la Universidad
Nacional de Colombia, y el Laboratorio de Higiene Inspeccién y Control de Alimentos
(LHICA). de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Santiago de Compostela (Lugo-
Espafia). El desarrollo de las actividades experimentales obtuvo dictamen favorable con
codigo de registro 2018/270 del 20 de septiembre de 2018 del Comité Autondémico de Etica
de Investigacién de Galicia (Santiago de Compostela) (Anexo | a). El proyecto también fue
avalado por el Comité Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de
Colombia, segun Acta 02 del dia 04 de marzo de 2019 (Anexo | b).

La metodologia desarrollada para el cumplimiento de los objetivos de este estudio de tipo
descriptivo, analitico y de corte transversal, involucroé el reclutamiento de voluntarios de
edad entre 40 y 70 afios. A estos hombres y mujeres se les realiz6 valoracion médica junto
con pruebas bioquimicas, medidas de composicién corporal y antropométricas. Se hizo el
andlisis de las variantes génicas (SNPs), sobre el ADN de linfocitos de sangre periférica

(PBL del inglés Peripheral Blood Lymphocytes) extraido de la sangre de los voluntarios.

3.1 Reclutamiento de Voluntarios

El reclutamiento de voluntarios permitié obtener las muestras biolégicas necesarias para
el desarrollo del estudio. Para dar a conocer el proyecto se emple6 una estrategia de
comunicacion que incluyé afiches, plegables y videos, que fueron enviados a la poblacién
de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, familiares de pacientes diabéticos
de la asociacion Colombiana de Diabetes, Juntas de Accion Comunal de localidades y
hospitales de diferentes municipios del pais entre ellos Caqueza, La Vega, Usme, Une en
el Departamento de Cundinamarca; Circasia en el Quindio, ademas de las ciudades de
Bogota, Medellin e Ibagué. Por motivos de pandemia no se pudo cumplir con la agenda de

incorporar voluntarios de otras ciudades al proyecto. Se realizaron jornadas de salud para



Andlisis de factores de riesgo para diabetes tipo 2 y obesidad en 25
poblacién colombiana de 40 a 70 afios

atender a los voluntarios por personal médico, bacteriélogos y personal capacitado en toma

de medidas antropométricas, de composicion corporal y diligenciamiento de encuestas.

A todos los voluntarios se les entregd un documento que contenia la informacién del
proyecto, el consentimiento informado que permitia la toma de muestras bioldgicas y su
analisis, ademas del tratamiento de datos segun la ley 1581 de 2012. En este documento
se le indicaba al voluntario que tenia la libertad de abandonar el estudio en cualquier
momento (Anexo Il). Para iniciar el proceso cada voluntario debia firmar el consentimiento
informado, el cual quedd en poder del grupo de investigacion; a cada documento se le
asigno un cédigo numérico como parte de la identificacién de las muestras y la proteccion

de datos.

3.1.1 Criterios de inclusién

Todos los voluntarios debian ser de nacionalidad colombiana, ademas de cumplir con los
siguientes criterios de inclusion (i) estar dentro del rango de edad de 40 a 70 afios; (ii) no
tener diagndstico de diabetes y/o no estar tomando medicacién para esta patologia; (iii) no
estar tomando medicacién para la hipertension arterial (HTA), y/o farmacos que puedan
alterar la capacidad mental o de alerta; (iv) no estar en estado de embarazo, y (v) estar en

ayuno alrededor de 8 horas.

3.1.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron voluntarios menores o mayores al rango de edad (40-70 afios), con
diagnéstico de diabetes. También mujeres en estado de embarazo, voluntarios que
estuvieran ingiriendo medicamentos para DM2 y sustancias psicoactivas; personas con

discapacidad mental, y todos aquellos que no estaban en ayunas.

3.2 Protocolo de reclutamiento

Luego de firmar el consentimiento informado cada voluntario pasaba a la valoraciéon médica
que incluyd, (i) la medida de la tension arterial (tensiometro Welch Allyn); (ii) la talla (el
tallimetro-estadimetro portétil SECA modelo 213); (iii) el perimetro de cintura se midi6 entre

el borde inferior de la décima costilla y el borde superior de la cresta iliaca en espiracion,
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el procedimiento se realizaba después de una espiracién normal con una cinta métrica
plastica con una precision de 1mm (LORD) LDC-338; (iv) diligenciamiento de la historia

clinica; (v) glucometria en ayunas (glucometro Roche y kit Accu-chek).

Las medidas de composicion corporal y bioimpedancia se realizaron en una balanza
Omron modelo Hbf-514c (healthcare, inc USA). Luego de ser calibrado el equipo, a cada
voluntario se le solicito el retiro de calcetines, y elementos metalicos, colocando los pies
sobre los electrodos de la balanza, en posicién erguida con mirada al frente y empufiando
los electrodos para cerrar el circuito. En el formulario se diligenciaron los valores de masa

corporal (Kg), IMC (Kg/m?), porcentajes de grasa corporal total, grasa visceral y musculo.

Con los datos correspondientes se diligencié el cuestionario FINDRISC (Anexo lll), que
luego de la valoracién permitio discriminar entre aquellos voluntarios a los que se les
realizaria la PTOG (puntaje mayor a 12, con riesgo del 17% a padecer DM2 en 10 afios).
A los voluntarios se les tomé muestra de sangre para las pruebas bioquimicas del analisis

metabdlico y para extraccion de ADN.

El universo de la poblacion reclutada fue 620 mujeres y hombres colombianos, de estos
quienes completaron el protocolo basico fueron 535. Se seleccionaron 111 para el andlisis
de las variantes génicas (SNP) de acuerdo con las caracteristicas de FINDRISC,

antecedentes familiares de DM2, e IMC.

3.3 Toma de muestra sanguinea

La extraccion de la muestra de sangre se realizd por puncién venosa, aproximadamente
10 mL en tubo seco y 5 ml en tubo con anticoagulante (EDTA). Las muestras se
centrifugaron por 10 minutos a 1600 xg. se hizo la separacion del sobrenadante suero o
plasma y la fraccion enriquecida en linfocitos de sangre periférica (PBLS). Las fracciones

se almacenaron a -70°C, en alicuotas de 500 uL para su posterior uso.

3.4 Andlisis bioquimicos

Las pruebas bioquimicas se determinaron utilizando la metodologia enzimatica-
colorimétrico con deteccidon espectrofotométrica a 505 nm siguiendo el protocolo y uso de
kits de la marca SPINREACT. Se determin6 cuantitativamente en mg/dL la glucosa (pre y

poscarga segun correspondia), triglicéridos (TG), colesterol total (CT), colesterol HDL
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(cHDL). Los valores de colesterol LDL (cLDL) se determinaron mediante la férmula de
Friedewald que indica que esta lipoproteina es igual al resultado proveniente de sumar el
c-HDL con el c-VLDL y ese valor restarlo del CT, [c-LDL = CT-(c-HDL+c-VLDL)]. [90], el
calculo de colesterol VLDL (cVLDL) se realizé dividiendo el valor de TG entre 5.

3.5 Extraccion de ADN de las muestras sanguineas

La fraccion celular de glébulos blancos se someti6é a extraccion de ADN, mediante el kit
Purelink Genomic (Invitrogen de Thermo Fisher Scientific, Inc Alemania). En la
optimizacion del proceso de extraccion para aumentar la concentracion y calidad del DNA,
se hicieron algunas modificaciones al protocolo recomendado por el fabricante. En un tubo
estéril de 2,0 mL se adicionaron por cada 600 pL de la fraccion de sangre enriquecida en
los globulos blancos, 1200 pL buffer de lisis (160 mM NH4Cl — 20 mM NaHCOs3), se
homogenizé por inversion y se realizé un pulso de centrifuga. Se descart6 el sobrenadante
y al pellet se le adicion6 20 pL de proteinasa K (20 mg/mL), ademas de 20 uL de RNasa
(20 mg/mL) y se homogenizé con vortex suave; el lisado se incub6 a temperatura ambiente
por 2 minutos. Se adicion6 20uL de SDS y 100uL de CTAB 2%, se homogenizé e incub6
a 55°C por 12 minutos. Se adicion6 250 pL de buffer de unién que contenia cloruro de
guanidinio (CHsN3.HCI saturado - 10 mM Tris-HCI pH 8,0 - 500mM EDTA), se homogenizé
e incubd por 5 minutos. Por cada 300 pL de la muestra anterior, se adicionaron 100uL de
acetato de amonio 10M y 400 uL de isopropanol; se homogeniz6 con vortex suave, y el
sobrenadante traslucido se transfiri6 a la columna de silica, ensamblada a un tubo de
recoleccion. Se centrifugd a 9000 xg por un minuto a temperatura ambiente, se descartd
el filtrado. La columna de silica-ADN fue lavada dos veces por centrifugacién con 400ul del
buffer de lavado (3 M CHsNs.HCI en etanol 70%).

Se lavo dos veces mas con 500 pL de etanol 70%, y el Gltimo lavado se centrifugé a 10000
Xg por 3 minutos a temperatura ambiente, para garantizar la eliminaciéon del etanol. Para
la elucién del ADN, la columna se ensambl6 a un tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 mL
y se adicion6 100 pL de buffer de elucion (10mM Tris - 1mM EDTA pH 8), se incubé a
temperatura ambiente por cinco minutos y se centrifugd la columna a 10000 xg por 1
minuto. Se evalud la concentracion y pureza del ADN teniendo en cuenta la relacion de

absorbancia 260/280nm y 260/230nm, mediante espectrofotometria UV-Vis (Nanodrop
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OneC Thermo Fisher Scientific) y espectroscopia de fluorescencia (Qubit y kit 1X dsDNA

High Sensitivity - Thermo Fisher Scientific). El ADN se almacené a -20°C hasta su uso.

3.6 Amplificacion de SNPs mediante gPCR de alto
rendimiento

Se realizé el andlisis de SNPs asociados a obesidad y DM2 al ADN extraido de linfocitos
de sangre periférica (PBLs) de 111 voluntarios. En la seleccién se tuvo en cuenta aquellos
gue cumplieron los criterios de inclusién y completaron todo el protocolo de reclutamiento,
especialmente con antecedentes familiares de DM2, FINDRISC mayor a 12, sobrepeso y
obesidad.

El perfil genotipico de cada ADN proveniente de los PBLs de los voluntarios se realiz6
mediante PCR cuantitativa de alto rendimiento. Para el analisis de las variantes génicas
asociadas a riesgo de obesidad se utilizo la tecnologia TagMan® OpenArray® (Applied
BiosystemsTM, Thermo Fisher Scientific). Con los fluor6foro VIC (alelo 1) y FAM (alelo 2)
se marcaron las sondas TagMan® disefiadas para cada uno de los SNPs. Estos fueron
precargados en placas de Openarray® por la empresa ThermoFisher Scientific. Las placas
de Openarray® estan compuestas por 3072 pozos divididos en 48 subarreglos de 64 pozos
cada uno. Se cargaron en el Openarray 111 muestras de ADN, este proceso esta

robotizado dado lo complejo del sistema e infimo de los volimenes aplicados (nL).

Cada muestra fue sometida al andlisis de 58 SNPs (Tabla 1.6). Las reacciones de PCR se
realizaron segun el protocolo TagMan® OpenArray® del fabricante (figura 3.1). De forma
resumida, en la placa de PCR de 384 pozos, se adicionaron volimenes iguales (2,5 pL)
de la muestra de ADN vy el buffer de TagMan® OpenArray® Genotyping PCR Master Mix
(Applied BiosystemsTM, Thermo Fisher Scientific). Cada mezcla de reacciéon de PCR fue
cargada automaticamente en las placas OpenArray®, utilizando el sistema OpenArray®
AccuFill™ (Applied BiosystemsTM, Thermo Fisher Scientific). Ese proceso garantiza 33 nL
en cada uno de los 3072 pozos de la placa de OpenArray®. La placa fue sellada e inmersa
en aceite para evitar la evaporacion de las muestras; ésta se ensamblé en el equipo de
gPCR QuantStudio 12K Flex para el proceso de amplificacién con el siguiente protocolo (i)

ciclo Pre-PCR de 10 min a 93°C (ii) 50 ciclos con la siguiente programacion 95 °C
por 45 s, 94°C por 13 sy 53,5°C por 120 s.
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Figura 3.1 Metodologia general para el analisis de SNP mediante Openarray

Finalizada la reaccion de gPCR, los datos del ensayo OpenArray® fueron procesados en
el software Cloud online (Thermo Fisher Scientific). El software asigna automaticamente
los alelos segun los valores de fluorescencia generados por cada sonda Tagman™. Los
resultados se muestran en forma de grafico de discriminaciébn donde cada punto
corresponde con una muestra. Las muestras homocigotas emiten fluorescencia de una
Unica sonda y son visualizadas sobre los ejes X 0 Y seglin corresponda. Para las muestras
de individuos heterocigotos la fluorescencia proviene de dos sondas (una por cada alelo)
gue es visualizado en medio de las coordenadas. En general, el software asigné
autométicamente los SNPs, sin embargo, existieron algunos que debieron ser asignados
manualmente, de acuerdo con la caracteristica del grafico de discriminacion alélica. El
software permite exportar los resultados a la hoja de céalculo de Microsoft Excel (Microsoft
Office, WA, USA). Con estos datos se inicid el calculo de los parametros para determinar
el riesgo genético; entre ellos la frecuencia alélica, la frecuencia genotipica, la relacion de
probabilidades (OR), la puntacion de riesgo genético y por ultimo el porcentaje global del

riesgo genético para el desarrollo de obesidad y diabetes.
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Para el andlisis de las variantes génicas asociadas a riesgo de DM2 las muestras de ADN
fueron diluidas a la mitad de su concentracion y enviadas a la empresa “Patia diabetes”.
Ellos desarrollaron el Test Genético “Diabetes Prevent’, siendo la primera prueba
patentada para detectar el riesgo genético a padecer DM2 [91]. Como parte del convenio
con el LHICA, la empresa Patia presta el servicio de procesamiento y analisis de los SNPs
asociados a DM2. El Test Diabetes Prevent contiene la matriz para el analisis de 16
variantes génicas (SLC16A11, INS-IGF2, HNF1A, WFS1, SLC30A8, PPARG, IGF2BP2,
CDKAL1, ADCY5, JAZF1, HHEX/IDE, KCNJ11, KCNQ1, TCF7L2, FTO, CDKN2A/B)

3.7 Analisis Estadistico.

Los datos bésicos y los resultados de las pruebas bioquimicas obtenidos de las muestras
de suero de los voluntarios fueron analizados estadisticamente en el Software
STATGRAPHICS Centurion XVI. La distribucion se determiné variable a variable, el IMC y
su discriminaciéon en normopeso (NP), sobrepeso (SP) y obesidad (OB) fue la variable con
la que se contrastaron las demas. Se aplicd la prueba de Kolmogoérov-Smirnov para
determinar la normalidad de los datos Se calculé el valor de p mediante el test de analisis
de varianza ANOVA para variables con distribucién normal, y el test de Kruskal Wallis para
las variables con una distribucion no normal. El célculo de p permiti6 determinar las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Se asigné el rango para p <
0.05 en un intervalo de confianza = del 95% [92]. Se usé el programa Graphpad Prism 9
(Graphpad, Estados Unidos) para el andlisis de variantes génicas de riesgo a diabetes y

obesidad

Para cada uno de los grupos estudiados, la frecuencia alélica de cada SNP se calcul6
dividiendo el nimero de uno de los dos tipos de alelos entre el nUmero total de alelos de
la muestra. Para calcular la frecuencia de cada genotipo en cada SNP, se dividié el nUmero
de genotipos de cada tipo entre en el nUmero total de genotipos para ese SNP. Se utilizé

la prueba estadistica de X2 de Pearson para analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para determinar la asociacion entre los alelos de riesgo y la poblacién estudiada,
(normopeso, sobrepeso y obesidad), se realizé una prueba x? para determinar los Odds

Ratio (O.R.). Se utiliz6 el test de Fisher para calcular el valor p, y también para determinar
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la influencia de los genotipos en el desarrollo de obesidad. Un valor de O.R mayor a 1
indica una relacion positiva entre el alelo de riesgo y el desarrollo de obesidad. Cuando el

valor de O.R. es menor de 1, no hay relacién entre el alelo de riesgo y la obesidad.

La puntuacion de riesgo genético (PRG) resulta de la sumatoria de la relacion de cada OR
con su SNP multiplicado por el nimero de eventos y dividido en la sumatoria de los OR
positivos para el riesgo [67].

PRG = (OR1 x SNP1 + OR2 x SNP2 + -+ ORn x SNPn)x (ﬁ) (Ecuacion 1)

Para el calculo final del PRG se asigné un codigo numérico a cada uno de los genotipos.
A los individuos que no presentaron alelo de riesgo se les asigno el cédigo 1. Quienes
tuvieron un alelo de riesgo se codificaron con el nimero 2, y para aquellos individuos que
portaron los dos alelos de riesgo se les asigno el cédigo 3. Con el fin de asociar las
variantes génicas de riesgo a obesidad con el IMC, se calculé un PRG con los SNPs que
presentaron un O.R. mayor a 1, para cada grupo de discriminacion normopeso (NP),
sobrepeso (SP) y obesidad (OB).

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, para determinar las diferencias
significativas de PRG entre los diferentes grupos de estudio. La valoracion de la
sensibilidad y la especificidad de la formula PRG para cada grupo fue analizada mediante

la curva ROC.
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4. Resultados y discusién

4.1 Caracteristicas de poblaciéon

Los voluntarios atendidos en las jornadas de salud fueron 620, se excluyé el 14% de los
participantes (n=85) por padecer o consumir medicacion para enfermedades agudas o
crénicas, ademas de aquellos que no donaron muestra de sangre o fue insuficiente para
completar los analisis bioquimicos. Los voluntarios que cumplieron el protocolo basico de
reclutamiento para el andlisis metabdlico fueron 535 (86%); de éstos 348 (65%)
correspondieron a mujeres y 187 (35%) fueron hombres. Las caracteristicas generales de
la poblacion son descritas en la tabla 4.1, los analisis bioquimicos en la tabla 4.2 y

FINDRISC e indices aterogénicos en la tabla 4.3.

Tabla 4.1 Medidas de la valoracién clinica

Normopeso
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?)
n=158 (30%)

Sobrepeso Obesidad
(IMC 25,0-29,9 kg/m?) (IMC > 30,0 kg/m?) Valor p*
n=238 (44%) n=139 (26%)

Masa corporal (k 58,6 7,5 704+83 81,8+12,9
porel () 57,5 (45,0 - 83,5) 69,3 (52,6 - 97,4) 78,6 (60,7 - 137,6) <0,0001
1,60 + 0,09 1,60 + 0,09 1,56 + 0,09
Talla (m ' ' ' ' ' '
m 1,59 (1,42 - 1,85) 1,60 (1,40 - 1,83) 1,55 (1,40 - 1,88) <0,0001
IMC (Kg)/m? 226+1,6 27,3+1,3 33,1+3,6
wam 22,8 (18,5 - 24,9) 27,4 (25,0 - 29,9) 31,8 (30,0 - 49,6) <0,0001
~ 55+8 55+8 55+8
Edad (afios) 55 (40 - 70) 56 (40 - 70) 55 (40 - 70) 0.6548
Tension arterial sistélica 114 £ 12 120 £ 10 125+ 15 2 7x1012
(TAS) - VR (120 mmHg) 112 (92 - 160) 120 (70 - 160) 124 (80 - 200) :
Tension arterial diastélica 75+9 78 +£12 79+9 < 00001
(TAD) - VR (80 mmHg) 73 (56 - 100) 78 (58 - 100) 79 (58 - 120) '
Perimetro de cintura (PC) 82+7 93+7 104 + 10 < 00001
(cm) 82 (66 - 96) 94 (71 - 110) 104 (77 -144) '
Grasa total (%) 29,2£8,3 362+83 43,7270 <0,0001
31,3 (8,4 - 63,0) 38,6 (19,0 - 46,7) 45,6 (25,6 - 59,7) '
: 6+2 10+2 13+4
| (%
Grasa visceral (%) 6 (2 - 10) 10 (6 - 17) 12 (8 - 30) <0,0001
Musculo (%) 295%53 27,748 24,1 +4,1 < 0,0001

27,4(20,3 - 42,0) 26,5 (19,7 - 39,6) 23,8 (15,2 - 33,6)

El célculo de p* se realizé por Kruskal-Wallis (funcion no paramétrica) y ANOVA (funcién paramétrica) Valores
de p <0.05 tienen significancia estadistica. Para las celdas que representan las variables la primera linea
corresponde al promedio * la desviacidn estandar y la segunda linea (en cursiva) reporta la mediana (valor
minimo - valor maximo). VR significa valor de referencia [93][94]
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Las medidas de masa corporal segun el género muestran que las mujeres tuvieron en
promedio 66,4 + 11,7 Kg y los hombres 75,8 + 13,2 Kg. Para esta variable la asociacién de
los datos entre cada grupo (NP, SP y OB) tiene significancia estadistica con p<0,0001, en
consecuencia, a mayor masa corporal pasa de normopeso a sobrepeso y hasta obesidad.
Los valores promedio para la talla de mujeres fue 1,54 + 0,07 m, clasificada como estatura
media baja, en los hombres 1,67 + 0,07 m catalogada como baja. El IMC es la relacién
entre la masa y la talla al cuadrado, y tiene relevancia por su asociacion con patologias
metabdlicas como la obesidad y diabetes [95][95][96]. En la poblacién de estudio se
determiné que mujeres y hombres presentaron 27,7 + 4,0 Kg/m? de IMC en promedio, con
valor minimo de 18,5 Kg/m? y maximo de 49,6 Kg/m2. No se registraron participantes con
algin grado de desnutricion, representado por IMC< 18,5 Kg/m2. En normopeso (NP) se
detecto el 30% de los voluntarios (n=158), en sobrepeso (SP) el 44% (n=238); la condicién
de obesidad (OB) fue valorada en 139 voluntarios (26%), de éstos ocho padecian obesidad
grado Il o mérbida. En conclusién, el 70% de la poblacién presenté alteracion a nivel de
este indicador antropométrico, hacia un exceso de masa corporal y o baja talla, valor mayor
al reportado por la encuesta nutricional ENSIN (2015). En ese estudio el 56,5% de la
poblaciéon colombiana entre 18 a 65 afios presentd sobrepeso u obesidad; ese valor
comparado con el reportado en la encuesta del 2010 revel6 un aumento en la prevalencia
del 5,2% [5][97].

El rango de edad para la poblacion reclutada fue entre 40 y 70 afios, el promedio y la
mediana fue de 55 afios en los tres grupos (NP, SP y OB), dado que aquellos voluntarios
cercanos a los 70 afios fueron de los mas excluidos por la presencia de patologias o
consumo de medicamentos. La medida exploratoria de tensién arterial sistélica (TAS) y
diastdlica (TAD) se encontré dentro de los valores de referencia fisiol6gicos, sin embargo,
hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos discriminados por IMC, se
observa que la tension arterial va en aumento de normopeso a sobrepeso y de éste a
obesidad. Los reportes indican que el 60% de la hipertension arterial (HTA) es atribuible a
un exceso de masa corporal; la obesidad contribuye a la HTA por varios mecanismos, entre

ellos, la resistencia a la insulina (RI) y el gasto cardiaco [98][99].

El perimetro de cintura (PC) es un indicador de obesidad abdominal, que esté directamente

relacionado con RI y el sindrome metabdlico [97][100]. De acuerdo con reportes en
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poblacion colombiana, los valores de PC que mejor discriminaron la presencia de Rl fueron
en mujeres = 89 cm y hombres = 91 cm [23][100][101]. Los resultados en la poblacion de
estudio mostraron diferencias estadisticamente significativas para el PC entre los
diferentes grupos de IMC, especialmente el grupo de obesidad que superd el valor de
referencia con un promedio 104 + 10 cm, segun la literatura ese rango estaria prediciendo
RI en esos voluntarios [102][103]. El andlisis por género mostré que el 58% de la poblacion
femenina (n=201) presentd valores mayores a 89 cm, de éstas el 27% (n=93) estaban en
condicién de obesidad, el 28% (n=99) en sobrepeso e incluso se detect6 que el 3% de las
mujeres en hormopeso (n=9) tenian alteracion del PC. Se ha reportado que los accidentes
cardiovasculares y la muerte subita son mas frecuentes en los hombres, especialmente en
aquellos que estan entre la quinta y la sexta década; altos valores de PC se han asociado
con estos eventos cardiovasculares [104]. Los resultados mostraron que la poblacion
masculina presenté mayor alteracion del PC que las mujeres, en ellos el 87% (n=162)
registr6 PC = 91 cm; incluso, en 44 hombres en NP se evidencio alteracion del PC (24%),
en SP el 43% (n=81) y el 20% en OB (n=37) (figura 4.1).

Como medidas de composicién corporal se reporta la grasa total (GT), la grasa visceral
(GV) y el masculo. Para las dos primeras variables, GT y GV, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos de discriminacion (NP, SP y OB) y se
asocian en una relacién directamente proporcional con el PC, la masa corporal y el IMC.
Los resultados son compatibles con lo reportado en la literatura, la grasa total en las
mujeres (40,8 + 6,8 %) es mayor que la valorada en los hombres (27,2 + 7,8 %) [105]. El
rango fisiolégico de GT en mujeres es 23,0 - 33,9%, se cataloga elevado entre 34,0 —
39,9% y muy elevado = 40,0%, siendo esta Ultima condicion la que representa el promedio
de las voluntarias del estudio (Tabla 4.1). En los hombres se reporta como rango fisiolégico
de 11,0 a 21,9% de GT, se cataloga elevado entre 22,0 - 27,9% y muy elevado = 28,0%;
Los hombres que patrticiparon en el estudio presentaron en promedio GT 27,2% que se
categoriza como elevado [106]. Entre los grupos (NP, SP y OB), la grasa corporal aumenta
a medida que lo hace el IMC con significancia estadistica de p< 0,0001 (Tabla 4.1), acorde

con lo reportado por la literatura [107].

En general, para la grasa visceral (GV), que tiene un valor referencia de 9%, los voluntarios
en condicion de obesidad superaron ese limite. Para aquellos en condicion de sobrepeso

el valor de GV fue de 10% + 2%, y en normopeso de 6% * 2%, los datos registraron
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individuos que aun en NP superaron el valor de referencia. En promedio el valor de las
mujeres fue de 12 + 5y para los hombres de 11 £ 5, valor compatible con lo reportado de
perimetro de cintura alterado, en ellos. La grasa visceral es un importante predictor de
riesgo cardiovascular y de DM2 [108]; estudios en poblacién colombiana en 413
voluntarios, mostraron prevalencia de elevada grasa visceral con factores de riesgo
asociado a enfermedad cardiovascular [109]. Otros reportes indican que los individuos que
superan el valor de referencia de GV son mas propensos a sufrir insulinoresistencia,

aterosclerosis, procesos protrombdticos, e inflamatorios [100][108].
* %
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Figura 4.1 Relacion entre el perimetro de cintura alterado y el IMC. Perimetro de cintura mayor a la
referencia, mujeres >89 cm y hombres >91 cm. Normopeso (NP), sobrepeso (SP) y obesidad (OB).
*Comparacion entre mujeres NP, SP y OB valor p <0,005; entre hombres valor p <0,005;
**comparacion del total valor p 0,0006.

Los resultados muestran que el perimetro de cintura, la grasa total y la grasa visceral tienen
una relacién inversamente proporcional con el porcentaje de musculo (p< 0,0001), datos
mostrados en la Tabla 4.1. En las mujeres se determin6 que el porcentaje de musculo en
promedio fue 24,8 % + 3,8 %, justo al limite del valor de referencia recomendado (>24,1%).

Para los hombres el promedio de musculo fue 32,6 % + 4,0 %, que comparado con el valor
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referencia de < 33,1 se clasifica como bajo [106]. Se sabe que a medida que aumenta el

IMCy la GT hay pérdida de masa muscular, proceso conocido como sarcopenia [110][111].

4.2 Analisis bioquimicos

Los analisis bioquimicos de la poblacién en estudio incluyeron una glucometria en ayunas
como prueba exploratoria de la glucosa capilar; la glucosa preprandial y el perfil lipidico
(triglicéridos, colesterol total y en las diferentes lipoproteinas). Los resultados muestran
gue la concentracion de glucosa preprandial en sangre, en promedio, estuvo dentro del
valor de referencia (<100 mg/dL) [112]. Sin embargo, hay diferencias significativas entre
los tres grupos (NP, SP y OB) con un valor p de 0,007. Cuando se observa el rango total
de concentraciones que incluye el valor maximo detectado de glucosa, se determiné que
el 23 % de los voluntarios (n=125) presentaron alteracion de esta prueba (figura 4.2). En
las jornadas de salud se detectdé que el 21% de los voluntarios (n=113) estaban en
condicion de prediabetes, ésta fue corroborada mediante la prueba PTOG; ademas se
registraron 12 voluntarios (2%) con DM2 no diagnosticada previamente. Las jornadas de
salud permitieron hacer un pesquisaje de riesgo hacia DM2 que llevo a la deteccion de
morbilidad oculta en el 23% de los voluntarios; quienes no conocian de su condicién de

enfermedad y fueron alertados a asistir a su EPS con caracter prioritario.

Junto con la glucosa, los triglicéridos (TG) son fuente de reserva energética del cuerpo que
pueden acumularse casi sin limite en el tejido adiposo [113]. En el estudio los resultados
mostraron que en los estados de alteracion del IMC, los TG superaron el valor de referencia
ideal (<150 mg/dL). La tabla 4.2 reporta que en sobrepeso el valor promedio de TG fue de
155 + 77 mg/dL y en obesidad de 178 + 73 mg/dL, con diferencias estadisticamente
significativas (p=5,9x107?). Los resultados de TG en toda la poblacion (Tabla 4.3),
mostraron que el 56,6% estan en un nivel 6ptimo (n=303), el 21,5% con limite alto (n=115),
el 21,7% con niveles elevados (n=116) a quienes se les aconsejé cambios en el estilo de
vida (dieta y actividad fisica). Solo un voluntario presento niveles muy elevados de TG (576
mg/dL), en condicion de hipertrigliceridemia, a quien se le alert6 de consultar a la EPS
debido al riesgo cardiovascular, de ateroesclerosis, pancreatitis y perdida de la movilidad
articular [113][114]. Reportes sugieren que el aumento de triglicéridos en el torrente
sanguineo es consecuencia de cambios en la produccion y activacion del complejo proteico

de la lipoproteina lipasa (LPL) y sus receptores hepaticos por la RI [115].
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Tabla 4.2 Resultados de las pruebas bioquimicas.
Normopeso Sobrepeso Obesidad
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?) (IMC 25,0-29,9 kg/m?) (IMC > 30,0 kg/m?) Valor p*
n=158 (30%) n=238 (44%) n=139 (26%)

Glucometria en ayunas 91+18 95+ 16 98 + 15 3 6x1010
(mg/dL) 88 (70 - 267) 93 (69 - 232) 96 (69 - 206) '
Glucosa preprandial 89 + 23 93 +23 92+21 0.007

(VR (70-99mg/dL) 86 (51 - 297) 90 (54 - 254) 91 (57 - 200) '
Triglicéridos(mg/dL) 124 + 62 155+ 77 178+ 73 5 ox1022
VR (<150 mg/dL) 112 (44 - 450) 141 (50 - 576) 170 (65 - 354) :
Colesterol Total (mg/dl) 213+ 64 216 £ 59 219 £ 65 0701
VR (<200 mg/dL) 200 (92,3 - 381,3) 206 (92 - 400) 206 (108 - 506) ’
Colesterol HDL (mg/dI) 47 +13 44 + 14 41 +12 <0,0001
VR (35-65 mg/dL) 46 (20 - 88) 43 (16 - 90) 41 (18 - 81) :
Colesterol LDL (mg/dl) 142 + 61 141 + 60 141 + 63 0.955
VR (<150 mg/dL) 133 (36 - 296) 139 (30 - 334) 134 (28 - 374) '
Colesterol VLDL (mg/dl) 25+13 31+15 36 +15 9.9x102
VR (<30 mg/dL) 22 (9 - 90) 28 (10 - 115) 34 (13- 71) '

El célculo de p* se realiz6 por Kruskal-Wallis (funcion no paramétrica) y ANOVA (funcion paramétrica). Valores
de p <0.05 tienen significancia estadistica. Para las celdas que representan las variables la primera linea
corresponde al promedio * la desviacion estandar y la segunda linea (en cursiva) reporta la mediana (valor

minimo - valor maximo). VR significa valor de referencia [116][112].

La molécula de colesterol y sus derivados son importantes para formar membranas
celulares, en la digestion, conversion de vitamina D, sintesis de hormonas, entre otras
funciones [117]. En el torrente sanguineo el colesterol se encuentra asociado a las
lipoproteinas de baja densidad (cLDL) de tipo aterogénico, y en las de alta densidad de
calidad protectora (cHDL) y en las VLDL ricas en triglicéridos [118]. En los tres grupos de
discriminacién de IMC (NP, SP y OB) no se encontr6 relacion estadistica con el colesterol
total y el LDL (Tabla 4.1), sin embargo, el valor promedio de colesterol total en los tres
grupos superé el limite maximo catalogado como 6ptimo (<200 mg/dL) [112]. Un
comportamiento similar se observa para el cLDL, solo el 27% de los voluntarios (n=146)
presentaron el rango ideal (<100 mg/dL) (figura 4.3), en consecuencia el 73% de la

poblacién puede considerarse con algin porcentaje de riesgo cardiovascular [119].
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Figura 4.2 Comportamiento glucémico preprandial de los voluntarios. Analizado en suero mediante
ensayo colorimétrico-enziméatico glucosa oxidasa.

El colesterol HDL (cHDL) es considerado un factor antiaterogénico, con capacidad
antioxidante y protector cardiovascular [113]. Los resultados indican que existe una
relacion inversa entre el IMC y el cHDL con significancia estadistica (p< 0,0001); se
determin6 que de normopeso (47 + 13 mg/dL) a sobrepeso (44 + 14 mg/dL) disminuyd el
valor y de éste a obesidad (41 + 12 mg/dL). EI cHDL debe ser analizado dependiendo del
género, ya que se ha reportado que las mujeres, deben tener niveles méas altos dado que
el limite minimo para mujeres es de 50 mg/dL [120]; el valor referencia minimo en hombres
es de 40 mg/dL.

Tabla 4.3 Relacién de triglicéridos en los voluntarios y su clasificacion

Clasificacion Valores referencia Numero de voluntarios %
nivel de TG (mg/dL) n=535
Optimo <150 303 56,6
Limite alto 150-199 115 21,5
Elevado 200-499 116 21,7
Muy elevado > 500 1 0,2

Clasificacion de los voluntarios junto con el porcentaje, segun los valores de referencia establecidos de
triglicéridos [112].

Los resultados indican que solo el 33% de las voluntarias (h=116) presentaron el rango

optimo de cHDL, mientras que el 67% de ellas (n=232) debe iniciar actividad fisica en un
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intento de alcanzar ese limite minimo de 50mg/dL. El reporte para los hombres indica que
el 54% de ellos (n=101) deben incluir la actividad fisica y/o evitar el sedentarismo para
alcanzar la meta de 40mg/dL, con ello disminuir el riesgo aterogénico y eventos
cardiovasculares [121]. Estos resultados son coherentes con la condicion de sobrepeso y
obesidad que present6 el 70% de poblacion en estudio. Se sabe que en la RI hay
hiperinsulinemia, que genera un estimulo de las VLDL y aumenta la liberacion de acidos
grasos libres (estimulo proinflamatorio), que se dirigen al higado para la sintesis de TG,
disminuyendo el cHDL, que lleva al aumento de lipoproteinas de baja densidad (cLDL) de
fenotipo pequefias y densas. También se genera acumulaciéon de lipidos en el musculo
esquelético [118][12].

Ideal: < 100 mg/dL

Casiideal: 100-129 mg/dL
27% (n=146)

m Bordeline alto: 130-159
mg/dL

20% (n=105)
m Alto: 160-189 mg/dL

= Muy alto: »189 mg/dL

Figura 4.3 Discriminacion de colesterol LDL en la poblacion de estudio. Clasificacion segun las
metas reportadas en la guia del Ministerio de Salud para el manejo de dislipidemias [112].

4.3 Factores de riesgo segun indices aterogénicos vy
FINDRISC

Los indices aterogénicos dan informacion sobre factores de riesgo metabdlico y
cardiovascular, estan relacionados directamente con el perfil lipidico y los parametros
antropométricos [122]. Es una medida asociada a la distribucion relativa de la grasa y un
indicador de obesidad central, por ello se cataloga como marcador predictivo de riesgo

temprano en la salud [107].
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El indice de mayor asociacion a riesgo cardiovascular y metabdélico, independiente de la
etnia, es la relacion antropométrica entre cintura (cm)/altura (cm), con valor de referencia
Optimo hasta 0,5 [123]. Los resultados mostraron que el 82% de la poblacion (n=439) tiene
un valor mayor a 0,5 en este indice y se correlaciona directamente con el IMC de forma
estadisticamente significativa (valor p< 0,0001) (figura 4.4). El indice antropométrico
cintura/altura se mide de forma independiente de la composicién corporal y las pruebas
bioguimicas, sin embargo, los resultados se correlacionan dado el significativo porcentaje
de grasa total, colesterol total y cLDL por fuera del rango 6ptimo analizado en la poblacién.
Los datos indican que incluso en el grupo de normopeso, hay valores alterados del indice
cintura/altura, que ha sido descrito como un marcador revelador de resistencia a la insulina
y dislipidemia con sujetos de IMC normal de apariencia “saludable” [124].

Tabla 4.4 indices aterogénicos y FINDRISC

Normopeso Sobrepeso Obesidad
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?)  (IMC 25,0-29,9 kg/m?)  (IMC > 30,0 kg/m?) Valor p*
n=158 (30%) n=238 (44%) n=139 (26%)
indice Cintura(cm)/ 0,50 + 0,04 0,58 + 0,04 0,67 £ 0,06 < 0.0001
Altura (cm) VR (0,5) 0,51 (0,40 - 0,63) 0,58 (0,47 - 0,70) 0,66 (0,54 - 1,00) ’
indice TG/HDL 2,96 + 1,96 4,05 + 3,04 4,86 + 2,97 2 7x10H
VR (3,5) 2,35 (0,78 - 10,44) 3,25 (0,56 - 22,23) 4,16 (0,93 - 17,71) ’
indice CT/HDL 4,87 £2,04 541+251 5,73+ 2,30 0.003
VR (4,5) 4,48 (1,66 - 14,18) 4,96 (1,71 - 17,75) 5,33 (2,12 - 13,50) '
indice LDL/HDL 3,31+1,80 3,62+2,21 3,76 +£1,98 01308
VR (2,5) 2,99 (0,47 - 12,68) 3,26 (0,52 - 14,59) 3,39 (0,56 - 11,38) ’
8+4 13+4 16+4
FINDRISC 8(0-18) 12(3-23) 16 (9 - 25) < 0,0001

La significancia estadistica al 95% tiene validez hasta p < 0.05. Para las celdas que representan las variables
la primera linea corresponde al promedio * la desviacion estandar y la segunda linea (en cursiva) reporta la

mediana (valor minimo - valor méximo). VR significa valor de referencia [121].

El indice TG/HDL se ha correlacionado con sindrome metabdlico, resistencia a la insulina
y prehipertensién [108]; en diferentes poblaciones se ha validado hasta 3,5 como valor de
referencia [125]. El andlisis en la poblacion total indica que el indice esta alterado en el
57% (n=306) con alta dispersion en los datos. La tabla 4.4 muestra la relacion entre el
indice TG/HDL y el IMC, los resultados se correlacionan estadisticamente con un valor p=
2,7x10, Se observa que en el grupo de normopeso el valor promedio esta dentro del
rango Optimo, sin embargo, los grupos de sobrepeso y obesidad presentan este indice

alterado.
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Figura 4.4 Relacion entre el indice cintura/altura y el IMC. Discriminacién en normopeso (NP),
sobrepeso (SP) y Obesidad (OB). La linea punteada indica el limite del valor de referencia (0,5)

Significancia estadistica entre grupos ***valor p < 0,0001

En el indice CT/cHDL se consideran cifras de riesgo en la prevencién primaria valores >4,5
[125]; un 60% de la poblacion (n=319) presento valores mayores al rango 6ptimo. Siendo
un reflejo de los resultados descritos para el colesterol total (por fuera de la meta ideal) y
alterados para cHDL. En conjunto las pruebas bioquimicas y los indices sugieren un alto
riesgo cardiovascular en los voluntarios. La tabla 4.4 muestra la relacién de este indice con
el IMC, se detectd alteraciéon en los tres grupos con una relacion estadistica de valor

p=0,003. Hay menos dispersion de los datos en comparacion con los anteriores indices.

Se sabe que el indice cLDL/cHDL es la radiografia que evidencia el riesgo cardiovascular
inminente, dada la capacidad aterogénica de las cLDL y en aumento de éstas, la pérdida
de la calidad antioxidante y antiaterogénica de las cHDL [121]. Se reporta un valor de
referencia < 2,5 para este indice [125]; cuando se analiz6 para la poblacién en estudio se
evidencio que el 65% (n=346) supero el valor referencia, no se encontraron diferencias
significativas entre género o cuando los valores se discriminaron de acuerdo al IMC,
aunqgue el valor promedio en todos grupos fue mayor a 2,5 (tabla 4.4). Al igual que lo
descrito para los anteriores indices, el cLDL/cHDL confirma el riesgo cardiovascular de la
poblacién analizada incluso en voluntarios normopeso catalogados aparentemente como
“saludables”. Estudios demuestran que a mayor concentracion de colesterol total,

triglicéridos y cLDL, se da una correlacién directa con estos indices aterogénicos, hacia



42 Analisis de factores de riesgo para diabetes tipo 2 y obesidad en poblacién
colombiana de 40 a 70 afios

valores predictivos de riesgo cardiovascular, en comparacion del analisis de cada variable

del perfil lipidico de forma independiente [125][126].

La escala FINDRISC es una herramienta no invasiva, que permite identificar pacientes con
riesgo a desarrollar DM2 en un lapso de 10 afios; este cuestionario es uno de las mas
usados a nivel mundial, y le asigna un puntaje a los diferentes factores de riesgo
predictores a DM2 [127]. ElI FINDRISC se aplicé a toda la poblaciéon que particip6 en las
jornadas de salud, se determind que el 57% de los voluntarios (n=303) presentd puntaje
total = 12, con riesgo moderado y alto, que implica iniciar control metabdlico segun la guia
de préctica clinica [23]. EI FINDRISC se relacioné de forma directamente proporcional con
el IMC con significancia estadistica (p<0,0001) (Tabla 4.4). El puntaje promedio en
normopeso fue de 8 * 4 puntos para un riesgo bajo (4%); en condicion de sobrepeso (25
kg/m? - 29,9 kg/m?) el promedio del puntaje fue 13 + 4 puntos con un riesgo moderado
(17%). Cuando se aplico el FINDRISC a los voluntarios obesos el puntaje oscil6 entre 9y
25, con un promedio de 16 + 4 puntos para un nivel de riesgo alto (33%).

En la clasificacion segun la escala de puntaje (figura 4.5), con menos de 7 puntos se
encontr6 el 13% de los voluntarios (n=70), indicando un nivel de riesgo muy bajo (1%).
Entre 7 a 11 puntos, con nivel de riesgo bajo (4%), se detectaron 162 voluntarios el 30%
de la poblacién. En riesgo moderado (17% a desarrollar DM2) con un rango de 12-14
puntos se valoraron 128 voluntarios, el 24% de la poblacién. En el rango de 15 a 20 puntos
(33% de riesgo alto a DM2) se encontr6 el 30% de los voluntarios (n=158); y >20 puntos
(50%, nivel de riesgo muy alto) se detectd el 3% de la poblacion (n=18). Los resultados
confirman que la obesidad es un factor de riesgo para desarrollar DM2. Cada voluntario
fue informado del nivel riesgo segun FINDRISC y sus analisis bioquimicos; aquellos que
presentaron alteracion en las pruebas fueron alertados de asistir a consulta médica en su
EPS.

El analisis en conjunto de los resultados de las pruebas bioquimicas, las medidas
antropomeétricas, las de composicion corporal y los indices aterogénicos muestran valores
alterados compatibles con hiperglicemia en el 23% de la poblacion, dislipidemias (54%),
grasa total (78%), visceral (54%), IMC (70%), el perimetro de cintura (85%) y el
cintura/altura (82). La alteracién del metabolismo de los lipidos es el principal factor de
riesgo cardiovascular que sigue siendo una de las causas prevalentes de muerte en

Colombia [118]. Diferentes estudios han demostrado que el aumento en el perimetro de
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cintura, la grasa visceral y el indice TG/HDL estan fuertemente asociados con el desarrollo
de obesidad y DM2 [122]. Los analisis de las pruebas de algunos voluntarios normopeso
con aparente buen “estado de salud”, expresaron marcadores de riesgo metabdlico; por lo
gue se concluye que la evaluacion del riesgo no debe limitarse exclusivamente a las
pruebas bioquimicas de forma aislada, si no que se debe hacer un analisis conjunto con la
implementacion de herramientas de facil acceso y aplicacion como el FINDRISC, los
indices aterogénicos.

3% (n=18)

3% (n=70) < 7 puntos (1% riesgo muy bajo)
7-11 puntos (4% riesgo bajo)

12-14 puntos (17% riesgo moderado)
15-20 puntos (33% riesgo alto)

>20 puntos (50% riesgo muy alto)

30% (n=158)

30% (n=162)

24% (n=127)

Figura 4.5 Clasificacion del factor de riesgo segun la escala FINDRISC. El nimero total
de voluntarios es 535

4.4 Factores de riesgo genético a obesidad y DM2

De la poblacion que cumplio los criterios de inclusiéon se seleccionaron 111 voluntarios,
gue especialmente tenian antecedentes familiares de DM2 y FINDRISC >12. A los PBLs
de las muestras sanguineas provenientes de los voluntarios se les hizo extraccién de ADN,
el cual fue sometido a secuencia de nucleétidos mediante qPCR de alto rendimiento. Esa
metodologia permitié elucidar polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs) relacionados
con obesidad y DM2; los genes y sus variantes asociados para cada patologia fueron

descritos en las tablas 1.5y 1.6.
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4.4.1 Distribuciéon de los SNPs asociados a obesidad

En los SNPs se deben describir los dos alelos, el de riesgo y el de no riesgo, el genotipo
puede ser homocigoto de riesgo (NN), heterocigoto de riesgo (Nn) u homocigoto de no
riesgo (nn). El analisis de las secuencias de las variantes genéticas requiere un alto
procesamiento de datos (anexo IV y V), que se realizan de forma manual. Teniendo en
cuenta que para cada muestra debian examinarse 58 SNPs de los genes asociados a
obesidad, ademas de discriminar el genotipo de los alelos, se decidi6 iniciar el
procesamiento de datos y andlisis para 42 de las muestras. Estas fueron discriminadas de
acuerdo con el IMC en NP, SP y OB; dentro de los subgrupos las muestras fueron
escogidas al azar. De forma general las caracteristicas de estos 42 voluntarios se muestran

en la tabla 4.5, gue son similares a las descritas anteriormente en los items 4.1 a 4.2.

Luego de la amplificacion de las variantes mediante qPCR de alto rendimiento, los
resultados fueron visualizados como texto en el software de Thermo Fisher Scientific
(extension csv). Los datos incluyen para cada muestra, los alelos que se presentan en
cada uno de los SNPs de los genes analizados; manualmente se deben asignar los
nucledétidos correspondientes a la caracteristica de homocigoto o heterocigoto segun lo
indique el resultado. De esta forma se puede discriminar para cada SNP el nimero de
voluntarios con el factor de riesgo homocigoto y/o heterocigoto o sin riesgo.

Con el procesamiento anterior, los datos se exportaron a una hoja de calculo (Microsoft
Excel) para determinar la frecuencia alélica de cada SNP en el conjunto de los voluntarios.
Ese calculo se hizo de forma independiente para cada subgrupo del IMC aplicando la

siguiente relacion:

# sujetos con el alelo "N" en el subgrupo .,
] 7P Ecuacion 3

frecuencia del alelo "N" en el SNP = : ;
2(# sujetos analizados para el SNP)

Donde “N” simboliza el alelo de riesgo que hace parte de un SNP determinado; se debe
repetir el procedimiento para el otro alelo del gen (n). Se describe como “nn” la forma
alélica de no riesgo. Por ultimo, se calcula la frecuencia genotipica del SNP en términos
de riesgo homocigoto y heterocigoto; y de forma independiente se repite el procedimiento

para el alelo homocigoto de no riesgo, mediante la siguiente relacion (anexo VII):
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frecuencia (NN, Nn)
2(# total de la poblacidén)

frecuencia genotipica del SNP = Ecuacion 4

Tabla 4.5 Caracteristicas generales de la poblacién de analisis genético

Normopeso Sobrepeso Obesidad
Variable (IMC 18,0-24,9 kg/m?) (IMC 25,0-29,9 kg/m?) (IMC > 30,0 kg/m?)
n=13 (33%) n=13 (33%) n=13 (33%)
Masa corporal (kg) 59,1 (49,6 - 71,0) 68,1 (52,4 - 79,5) 80,9 (65,7 — 103,5)
FINDRISC 14 (7 - 19) 17 (13 - 20) 18 (15 - 21)
Perimetro de cintura (cm) 83,5 (75,0 - 90,5) 94,7 (84,0 — 103,0) 103,3 (94,0 — 115,5)
Grasa visceral (%) 7(4-8) 10 (8 - 15) 13 (9 - 26)
Grasa total (%) 30 (19 - 37) 38 (29 - 46) 44 (30 - 52)
Musculo (%) 30 (25-39) 26 (22 - 33) 24 (20 - 31)
Glucosa preprandial
(VR (70-99mg/dL) 99 (74 - 125) 97 (72 - 133) 100 (79 - 125)
Colesterol Total (mg/dI) ) ) }
VR (<200 mgidL) 195 (129 - 381) 194 (131 - 261) 248 (143 - 406)
Triglicéridos(mg/dL) ) ) )
VR (<150 mgidL) 110 (59 - 257) 135 (52 - 227) 153 (93 - 244)
colesterol HDL (mg/dl) ) ) )
VR (35-65 mg/dL) 48 (29 - 76) 50 (31 -67) 49 (25 - 56)
colesterol LDL (mg/dl) 125 (61 - 281) 117 (46 - 208) 175 (107 - 335)

VR (<150 mg/dL)
Los valores representan el promedio (valor minimo y maximo); VR es el valor de referencia.

El andlisis de resultados indica que de los 58 SNPs asociados a obesidad, un total de 24
variantes génicas presentaron frecuencias alélicas de riesgo mayor al 50%, descritas en
la tabla 4.6. En ésta se detalla que los SNPs con los porcentajes de frecuencias alélicas
>50%, ademas de encontrarse en la poblacion SP y OB también se presentan en los NP.
Entre los SNP de mayor frecuencia alélica en la poblacién OB, se destaca el gen APOA5
con un 89%, este gen traduce para una apoliproteina clave en la regulacién del
metabolismo lipidico; la variante génica se ha asociado con alteracion de la funcion de las
lipoproteinas (LDL y HDL), que conlleva a un estado méas aterogénico con impacto negativo
en la salud cardiovascular [128][129]. EI SNP del gen TNEM18 present6 una frecuencia
alélica del 96%, que codifica para una proteina de membrana nuclear posiblemente

relacionada con la regulacién transcripcional de RNA mensajeros asociados con la
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adipogénesis, apetito y el equilibrio energético. La proteina es de caracteristicas ubicuas,

sin embargo, los estudios reportan actividad en el hipotalamo [130][131].

Otro de los SNP con alta frecuencia alélica fue el gen ETV5 (89%); éste codifica para el
factor de transcripcion ET version 5, de expresion en el hipotalamo cuya funcién esti
asociada a la regulacién del metabolismo y el equilibrio energético. Varios estudios
reportan su asociacion con el IMC y especialmente con la obesidad [132][133]. La variante
alélica del gen QPCTL tuvo un 93% de frecuencia alélica; este gen codifica para la enzima
glutaminil ciclotransferasa encargada de la biosintesis del &cido peptidil piro glutamico,
intermediario en la sintesis de glutatién [134]. Diferentes estudios del SNP del gen QPCTL
se han asociado con alteracién del IMC [133][135][136].

La variante del gen BDNF presentd un 92% de frecuencia alélica; el gen codifica para el
factor neurotréfico derivado del cerebro, involucrado en la via leptina-POMC
(propiomelanocortina) que transfieren sefiales anorexigénicas [137]. Se ha reportado la
relacién entre el BDNF y la regulacion de la homeostasis energética y la masa corporal.
[138]. Estudios en poblacién europea han reportado altos porcentajes de frecuencia alélica
para las variantes del gen FTO (rs1121980, rs12149832, rs1558902, rs17817449,
rs8050136, rs9939609) [80][87][88]. En el analisis de los 42 voluntarios y especialmente
en la poblacién obesa, los SNPs del gen FTO presentaron en promedio un 24% de
frecuencia alélica; ademas se determiné que en todos los casos de sujetos obesos la

frecuencia alélica fue mayor, comparada con los obtenidos en aquellos normopeso.

Se ha reportado que el gen CLOCK (del inglés Circadian Locomotor Output Cycles Kaput),
codifica para un factor de transcripcion, involucrado en la regulacién de ritmos circadianos
y también con el metabolismo de nutrientes [141]. En poblacion europea se evidencioé una
asociacion significativa de CLOCK con el IMC, ademas de alteracion en los ritmos
circadianos que afecta el suefio y la regulacion de la masa corporal [142][143]. De forma
inesperada, este gen fue el Gnico que no presentd alelo de riesgo en la poblacion

analizada, ni de tipo homocigoto, ni heterocigoto.
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GEN NP SP OB

CARACTERISTICAS DE LA PROTEINA

TNEM18 0,93 0,86 0,96 92 Proteina transmembrana 18, asociados con la adipogénesis, apetito y el equilibrio energético [130].
ETV5 0,93 0,93 0,89 92 Factor de transcripcion ET version 5, estd asociada a la regulacion el metabolismo [136].

QPCTL 0,89 0,93 0,93 92 Enzima glutaminil ciclotransferasa, biosintesis del 4cido peptidil piro glutdmico, asociada IMC [80].
GPRC5B 0,86 0,89 0,89 88 Receptor acoplado a proteina G, modula la secrecion de insulina, asociado a DM2 [133].

BDNF 0,80 0,86 0,92 86 Factor neurotréfico derivado de cerebro, involucrado en la via leptina-POMC [137].

APOAS5 0,79 0,89 0,89 86 Apoliproteina V, transporte y movilizacion de lipidos en LDL y HDL [139].

ZNRF3 0,92 0,68 0,86 82 E3 ubiquitina proteina ligasa ZNRF3, posible asociacién con la distribucién de grasa corporal [66].
IRS1 0,83 0,77 0,81 80 Proteina sustrato del receptor de insulina, se asocia con DM2 y resistencia a la insulina [132].

CETP 0,82 0,63 0,86 77 Proteina de transferencia de esteres de colesterol, SNP asociado con dislipidemia [135].

LYPLAL1 0,79 0,57 0,86 74 Proteina similar a lisofosfolipasa 1, relacionada con alteracién metabélica y obesidad [139].

NEGR1 0,77 0,71 0,68 72 Regulador de crecimiento neuronal, posible control de homeostasis energética y masa corporal [124].
HSD17B4 0,71 0,71 0,71 71 Enzima hidroxiesteroide 17-beta deshidrogenasa, asociada a metabolismo de lipidos [125].

TFAP2B 0,68 0,68 0,75 70 Factor de transcripcion AP2, posible efecto indirecto sobre la obesidad [137].

COBLL1 0,77 0,65 0,61 68 Similar a la proteina cordon bleu, relacionada con aumento de la adiposidad en general [141].

SPRY2 0,54 0,71 0,75 67 Proteina germinada homdlogo 2, actividad inhibitoria de sefializacion tirosina quinasa [136].

GNPDA2 0,67 0,62 0,68 65 Enzima glucosamina 6 fosfato deaminasa, relacionada con la homeostasis de la glucosa y apetito [140].
GRB14 0,71 0,60 0,62 64 Proteina 14 de union al receptor del factor de crecimiento, asociada al metabolismo y obesidad [127].
ITPR2 0,71 0,64 0,43 60 Receptor de inositol 1,4,5-trifosfato tipo 2 media liberacién de calcio intracelular [138].

TBX15 0,50 0,43 0,75 56 Factor de transcripciéon T-box 15, importante en el desarrollo 6seo, se ha visto asociado a obesidad [134].
SH2B1 0,61 0,54 0,50 55 Proteina adaptadora SH2B, relacionado con resistencia a la insulina, equilibrio energético [126].
PLIN1 0,71 0,50 0,39 54 Proteina perilipina, inhibe la lipolisis en adipocitos, en deficiencia hay respuesta proinflamatoria [129].
RSPO3 0,58 0,68 0,36 54 Proteina R-espondina 3, ligando receptores LGR4-6, distribucion de la grasa corporal [131].

LY86 0,55 0,46 0,50 50 Antigeno linfocitario 86, actia en la regulacion de LPS*, posible biomarcador predictivo en DM2 [128].
C2orfl6 0,31 0,50 0,62 47 Proteina no caracterizada C20rf16, posible asociacion con niveles altos de triglicéridos [130].

*LPS (lipopolisacéarido). Frecuencias alélicas en normopeso (NP), sobrepeso (SP) y obesidad (OB), % valor promedio de la frecuencia alélica
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4.4.2 Relacion entre los SNPs y probabilidad de obesidad

La probabilidad de que se desarrolle obesidad (la patologia) respecto a un determinado
genotipo de SNP, se calculd por comparacion con la condicion de normopeso (no
patologia). Para determinar el valor de probabilidad se compardé el producto de la
frecuencia de los alelos de riesgo en obesidad por la frecuencia de los alelos de no riesgo
en normopeso, contra el producto de la frecuencia de los alelos de no riesgo en obesidad
por la frecuencia de los alelos de riesgo en normopeso; en otras palabras, para cada SNP
se aplico la relacion de probabilidades conocida como “Odds Ratio” (OR). En la figura 4.6

se esquematiza el célculo del OR para el SNP del gen TNEM18.

Gen TNEM18 rs2867125 Patologia Controles
Alelo de riesgo C obesidad (OB) normopeso (NP)
# de veces que esta presente el alelo (A) 14 (B) 14
de riesgo (N)

# de veces que esta presente el alelo (C) 1 /\ (D) 2

de no riesgo (n)

OR = Frecuencia de expuestos OB (A/C) ~ AD
" Frecuencia de expuestos NP (B/D) ~ BC

Figura 4.6 Ejemplo de calculo de OR para el SNP del gen TNEM18.

La literatura reporta que si el valor de OR es mayor o igual a 1, existe una relaciéon directa
entre el SNP y el desarrollo de la patologia; en el caso de OR < 1 se reduce el riesgo a
sufrir la alteracion [144]. Los valores de OR para los SNPs relacionados con obesidad y

analizados en los 42 voluntarios oscilaron entre 0,0 y 4,3.

Cuando se calculd la probabilidad a desarrollar obesidad, comparando desde la condicién
en normopeso, se encontraron 27 SNPs con OR 21 [145][145], donde las variantes génicas
de mayor valor son LINGO2, BDNF, NFE2L3, C20rf16, SEC16B, TNEM18, TBX15, con
rango de OR de 2,0 a 4,3. El gen LINGO2, codifica para la proteina neuronal 6c rica en
repeticiones de leucina, esta relacionada con la regulacion positiva del ensamblaje de
sinapsis, y se ha asociado con obesidad y DM2 [131]. En la figura 4.7 se muestran los 27

SNPs con OR =1, ademas se compara cada uno con su porcentaje de frecuencia alélica,
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gue oscila entre el 13% para la variante génica de LINGO2 y el 92% para el SNP de
TNEM18. En consecuencia, los dos parametros calculados OR vy frecuencia alélica actian
de forma independiente.

LINGO2 rs10968576
BDNF rs10767664
NFE2L3 rs1055144
C20rf16 rs1919128
SEC16B rs571312
TNEM18 rs2867125
TBX15rs984222
APOAb5 rs2266788
SPRY?2 rs534870
SEC16B rs543874
GRB14 rs10195252
QPCTL rs2287019

& LYPLAL1 rs4846567
=z FTO rs1558902
n FTO rs12149832
GPRCB5B rs12444979
TFAP2B rs987237
CETP rs173539
DNM3rs1011731

LIPC rs10468017

FTO rs17817449

FTO rs1121980

FTO rs8050136

VEGFA rs6905288

FTO rs9939609
HSD17B4 rs10478424
ADRB3 rs4994

13% (Frecuencia alélica)
86%
19%
47%
27%
92%
56%
86%
67%
26%
64%
92%
74%
18%
18%
88%
70%
77%
36%
20%
23%
23%
23%
49%
23%
71%
22%

OR

Figura 4.7 Relacion de probabilidad (OR) a desarrollar obesidad. Se calcul6 el valor de OR de cada
SNP comparando la situacion de normopeso con obesidad. OR =1 indica fuerte asociacion para el

desarrollo de la patologia. Entre paréntesis se muestra el porcentaje de frecuencia alélica para cada
SNP.
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Se encontraron resultados similares en el calculo de la probabilidad, OR, al desarrollo de
sobrepeso desde normopeso. En total se asociaron 20 SNPs (figura 4.7), el rasgo
diferencial es la presencia de la variante génica de TNNI3K con un OR de 1,1y frecuencia
alélica de 50%; este gen codifica para una proteina de la familia de las MAP quinasas,
asociada a la fisiologia cardiaca [140]. Desde la condicién de sobrepeso a obesidad, con
OR 21, se encontraron 21 SNPs (figura 4.8), con dos nuevos genes involucrados. Un rasgo
diferencial fue el gen MTIF3 con OR de 1,3y frecuencia alélica de 29%, que codifica para
la proteina factor 3 de iniciacion de la traduccién mitocondrial. Otro nuevo gen asociado
con el desarrollo de sobrepeso es ADAMTS9 con un OR de 1,0 y frecuencia alélica de
38%, que traduce para una desintegrina y metaloproteinasa con motivos de
trombospondina 9; la proteina esta implicada en la escision de los proteoglucanos, y la han
asociado a DM2 [81].
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Figura 4.8 Relacién de probabilidad (OR) a desarrollar obesidad. Se calculé el valor de OR de
cada SNP comparando la situacion de normopeso con sobrepeso en (A); de sobrepeso a obesidad
en (B). OR =1 indica fuerte asociacion para el desarrollo de la patologia. Entre paréntesis se muestra
el porcentaje de frecuencia alélica para cada SNP.
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De las condiciones anteriores se observa que hay variantes génicas asociadas al
desarrollo de obesidad que se comparten en las tres situaciones de analisis para calcular
la relacion de probabilidad (OR), hay SNPs que son especificos de situacion; la figura 4.9
describe los genes que son compartidos o especificos de cada estado de comparacion.
Los genes que estarian fuertemente asociados a la alteracion del IMC son los que se
encuentran en la interseccion de los circulos que representan las situaciones de
comparacion, y corresponden a los SNPs de los genes ADRB3, HSD17B4, FTO, TFAP2,
GPRC5B, QPCTL, GRB14, SEC16B, SPRY2, APOA5, C20rfl6, NFE2L3 y BDNF. Los
SNPs de los genes VEGFA LIPC DNM3, CETP, LYPLAL1, TBX15 y TNEM18 estan
asociados a la condicion de normopeso a obesidad. La variante del gen ZNF259 es
especifica de la situacién sobrepeso — obesidad.

NP — OB

VEGFA
LIPC
DNM3
CETP
LYPLAL1
TBX15
TNEM18

BDNF ZNF259

NP — SP SP-0OB

Figura 4.9 Genes caracteristicos de cada una de las situaciones analizadas
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4.4.3 Puntuacion de riesgo y porcentaje de riesgo

genético a obesidad

La puntuacion de riesgo genético (PGR) permite estudiar el efecto combinado de los alelos
de riesgo a la patologia, mediante la suma de todos los alelos de las variantes que
presentaron la relacién de probabilidad, OR 21. En el calculo de PGR para desarrollar
obesidad de cada uno de los voluntarios analizados, se asigna un puntaje o codificacion a
cada alelo que representa el SNP; al alelo homocigoto de riesgo (NN) se le asigné el cédigo
3, el alelo de riesgo heterocigoto (Nn) es codificado como 2 y para el genotipo de no riesgo
(nn) se le asigno 1. Con base en esa codificaciéon se calcul6 PGR, mediante la relacion del
namero de SNP con la sumatoria de todos los OR y esto multiplicado por la sumatoria del
producto entre todos los alelos de riesgo de los SNPs, por el valor de OR de cada uno
(ecuacion descrita en el item 3.9 de la metodologia). la figura 4.10 muestra un ejemplo del

calculo

Z 0Odds ratio SNP1 — SNP27 Z Oddsratio=3 PRG Voluntario  PRG méx

46,6 139.8 45,8 81

27 SNPs

PRG voluntario= Z(Oa’ds ratio * codificacion alelo)

Z Odds ratio SNP1 — SNP27

\

27 SNP
PRG max = Z Odds ratio * 3 ® - 81

Z Odds ratio SNP1 — SNP27

| PRG Voluntario
o/ Ri =
Y%oRiesgo ‘ PRG mix

*100

Figura 4.10 Célculo para la puntuacién de riesgo y el porcentaje de riesgo a obesidad. Ejemplo para
el voluntario NOO1. La sumatoria de la relacion de probabilidad (OR) de todos los SNP se multiplicé
por tres, dado que es la codificacion para la presencia de los dos alelos de riesgo.

El posible riesgo genético de desarrollar obesidad proveniente de la comparacion entre
normopeso y obesidad se representd por 27 SNPs con OR 21 (figura 4.7), con éstos se
calcul6 el puntaje de riesgo genético para cada uno de los voluntarios (PGR27). Se
discrimind PGR2; en cada grupo de acuerdo con el IMC y se calcul6 el valor promedio para

toda la poblacion (tabla 4.7).



Andlisis de factores de riesgo para diabetes tipo 2 y obesidad en 53
poblacién colombiana de 40 a 70 afios

Tabla 4.7 Puntaje genético y porcentaje de riesgo a obesidad para la poblacién

VOLUNTARIO NORMOPESO VOLUNTARIO SOBREPESO VOLUNTARIO OBESIDAD
ID PRG % RIESGO ID PRG  %RIESGO ID PRG  %RIESGO
NOO01 46 57 N168 51 63 N329 53 66
N399 47 58 N309 51 64 N342 51 63
N193 48 60 N195 45 55 N020 51 64
N229 57 70 N215 50 62 N257 52 65
N352 51 63 N555 51 63 N282 55 68
N354 49 61 N572 53 65 N400 62 76
N375 49 60 N586 38 46 N403 58 72
N380 45 55 N587 50 62 N278 54 67
N387 50 62 N588 41 51 N395 58 72
N562 45 56 N590 46 56 NO12 53 66
N582 39 48 N565 51 63 N543 53 66
N583 43 53 N591 50 62 N554 45 55
N594 52 64 N561 52 64 N559 56 70
N595 37 45 N601 46 57 N574 52 64
Promedio 47 58 Promedio 48 60 Promedio 54 67

Comparando entre toda la poblacion el valor promedio de PGR»7 fue de 50, con un rango
de 37 a 62. Para el grupo de los NP el puntaje promedio fue de 47, con un rango de 37 a
57. El grupo en SP, present6 PGR»7 48 con un rango de 38 a 53; en condicion de obesidad
el valor promedio de PGR»; fue de 54 con un rango de 45 a 62. La distribucion de la
puntuacion de riesgo genético para obesidad de los 27 SNPs, en cada grupo NP, SP y OB,
fue representada en diagramas de cajas y bigotes, proveniente de un analisis de varianza
(ANOVA). Ese analisis permiti6 verificar diferencias significativas entre la distribucion de
los grupos, mediante la comparacion entre estos utilizando el test de Tukey post hoc. Se
evidenciaron diferencias significativas entre NP vs OB (p 0,007) y SP vs OB (p 0,0003)
(figura 4.11).

El porcentaje de riesgo genético para desarrollar obesidad se determind mediante el
producto del PGR27 por un factor proveniente de la relacién de ponderacion de los OR de
cada SNP con la OR de los alelos. La poblacion NP presenté un valor promedio de 58%
con un rango de 45% a 70% de riesgo genético; el grupo de SP 60% con rango de 46% a
64%:; y los OB 67% con rango de 55% a 72% (tabla 4.7).
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Figura 4.11 Relacién entre la puntacion de riesgo genético (PGR27) a obesidad y el IMC.
Discriminado en NP, SP y OB. **valor p 0,007 y **Valor p 0,0003.

La dispersion de los valores del porcentaje de riesgo fue analizada mediante un analisis
de varianza (ANOVA), junto con el test de Tukey post hoc para un analisis de multiples
comparaciones. Los resultados se representaron mediante un diagrama de dispersién, en
éste se evidenciaron diferencias significativas entre la comparacion del estado NP a la
condicion de OB (p 0,0008), y también entre SP y OB (p 0,0059) (figura 4.12).

* ¥ ¥
80— * ¥ I
©
g A
‘n 70 o ALA
by A
s =
| ] | ]
. e T | i
60 —
>
0 ‘ A
Q
= 50 -
(D)
o u
S
40 1 1 1

NP sP OB

Figura 4.12 Relacion entre el porcentaje de riesgo genético y el IMC. Se discrimina entre grupos
normopeso (NP), sobrepeso (SP) y obesidad (OB). Diferencia significativa entre ***NP vs OB (valor
p 0,0008), **SP vs OB (valor p 0,0059)
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El rendimiento de la sensibilidad y la especificidad se evalué mediante la curva ROC, a
partir de los verdaderos positivos (sensibilidad) y verdaderos negativos (especificidad), que
permite identificar puntos de corte con fines diagndsticos. Los verdaderos positivos
corresponden a los voluntarios con obesidad y la enfermedad progresiva, los verdaderos
negativos corresponden a los voluntarios que se identifican sin enfermedad [147].

La curva ROC (del inglés Receiver Operating Charateristic) representa los verdaderos
positivos (sensibilidad) en funcién de falsos positivos (especificidad). En el andlisis de la
curva ROC el area bajo la curva (AUC, del inglés Area Under the Curve) es una medida
gue permite distinguir entre dos grupos de diagndéstico; un valor de 1 indica un rendimiento
perfecto [148], en la caracterizacion de biomarcadores un AUC de 1 esta relacionado con
enfermedad [149]. Valores de AUC > 0,8 tienen valor predictivo y son de utilidad clinica
para los biomarcadores en estudio; valores de AUC < 0,8 no se consideran con valor
predictivo [150]. En el estudio actual se utiliz6 la curva ROC para analizar posibles SNPs
como biomarcadores de obesidad, dado que ésta permite discriminar entre voluntarios con
obesidad o en ausencia de la patologia. La efectividad como biomarcadores de los 27
SNPs asociados a obesidad fue analizada mediante las curvas ROC; se compar6 entre
diferentes condiciones de IMC, (i) NP y SP, (i) NP y OB, (iii) SP y OB (figura 4.13).

La curva ROC que compara los puntajes de riesgo (PGR27) entre NP y SP valor6 un AUC
de 0,61 con valor p = 0,323; este resultado infiere ausencia de capacidad para discriminar
entre NP y SP, dado que no existe significancia estadistica y el valor de AUC < 0,8. Cuando
se compararon los PGR27 entre NP y OB, en la curva ROC, a bajos valores de especificidad
se alcanzaron los maximos de sensibilidad ampliando el area bajo la curva; el célculo de
AUC present6 un valor de 0,88 con significancia estadistica (p = 0,0006). Esto representa
gue se puede discriminar entre NP y la condicion OB, con un 88% de probabilidad
utilizando como biomarcadores el conjunto de los 27 SNPs asociados a obesidad. Al igual
gue en el caso anterior, el comportamiento de la curva ROC para la comparacion entre la
situacion de SP y OB presentdé un AUC de 0,90 (p = 0,0003), indicando que el PGR27 de
obesidad tiene un valor predictivo. Estos dos ultimos resultados permiten inferir la potencial
utilidad de PGR27 como herramienta genética, para evaluar la predisposicion individual a

obesidad de esa poblacion colombiana entre 40 a 70 afios.
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Figura 4.13 Curvas ROC para los 27 SNPs asociados a obesidad. Elaboradas con las puntuaciones
de riesgo genético (PGR27). En A, se comparé NP con SP (valor p = 0,3232); en B, la comparacion
fue entre NP y OB (valor p = 0,0006); en C, se compard SP con OB (valor p = 0,0003).

Varios reportes utilizando PGR con un nimero mas pequefio de SNPs (entre 20y 21), han
calculado AUC entre 0,57 hasta 0,73 en poblaciones de diferentes edades y latitudes, con
un alto nimero de participantes (entre 1000 y 5000 individuos) [151] [152] [153]. Muchos
de los SNPs descritos en esa literatura también fueron considerados en el actual estudio,
entre los genes que se comparten estan FTO, MC4R, BDNF, TNEM18, GNPDA2, SH2B1
y NEGR1. Entre més robusta sea la investigacién, aumentando la cantidad de individuos y
con un menor numero de SNPs de OR = 1 para el célculo del puntaje de riesgo genético,
el AUC se aleja de 1. Sin embargo, un valor AUC de 0,73 permiti6 considerar esa PGR
como una herramienta util en la evaluacién de la predisposicién genética a sobrepeso y
obesidad [153].

4.4.4 Asociacion del riesgo genético con parametros

clinicos.

Se relacionaron los parametros bioguimicos y de composicion corporal con el porcentaje
de riesgo proveniente de los 27 SNPs asociados a obesidad. Con significancia estadistica
se determiné una relacién directamente proporcional entre el porcentaje de riesgo genético
a obesidad con el IMC, la grasa visceral, ademas de los indices aterogénicos cintura/altura
y CT/cHDL (figura 4.14). Mediante la estadistica r, se confirmé la relacién directa entre el

porcentaje de riesgo y el IMC (p= 0,0008) (figura 4.14A). Utilizando estadistica rho se
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evidencié relacion directa entre el porcentaje de riesgo genético y el porcentaje la grasa
visceral (GV) (p=0,0020) (figura 4.14B). Teniendo en cuenta que GV se caracteriza por un
aumento de los niveles de acidos grasos libres circulantes, dada la capacidad limitada del
higado y el musculo a metabolizarlos, éstos se acumulan en la estructura de ceramidas y
diacilgliceroles que directamente favorecen la resistencia a la insulina y a la lipotoxicidad
[108]. Un comportamiento similar se observd con el indice cintura/altura y el indice
CT/cHDL, confirmando la participacion directa en el desarrollo de la patologia desde los
factores genéticos.
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Figura 4.14 Relacion del riesgo genético a obesidad y parametros clinicos. En (A) asociacién con
el IMC; (B) en funcién de la grasa visceral (GV); (C) con el indice cintura/altura 'y en (D) con el indice
colesterol total/cHDL. La linea roja punteda indica el limite maximo de referencia para cada variable
clinica (VR), para el IMC 25, GV 9%, indice cintura/altura 0,5y el indice colesterol total/cHDL 4,5.
La franja gris indica el rango que representa dependencia fuerte entre las variables, con minimo el
95% de confianza, teniendo en cuenta la recta de tendencia roja.
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4.4.5 Exploracion de estabilidad de los SNPs de riesgo a

obesidad

La genética de poblaciones define que el equilibrio de Hardy Weinberg (PHW) plantea que
mientras no interfiera la seleccion natural, factores evolutivos 0 se generen mutaciones, la
composicion genética de una poblacion sera estable o permanece en equilibrio
(referencia). PHW se basa en las frecuencias alélicas y genotipicas; para determinar si
existen cambios entre generaciones, se debe establecer y calcular las frecuencias
genotipicas esperadas “bajo el equilibrio” y contrastarlas con las observadas. En esa
determinacién se utiliza la prueba x2 Pearson, mediante el desarrollo de la siguiente
ecuacion:

p?+2pg+0g’=1 (Ecuacion 5)
p= Frecuencia del alelo de riesgo “N”; g= Frecuencia del alelo de no riesgo “n”

Se aplicé la ecuacion 4 del PHW a los valores de frecuencia genotipica de los 58 SNPs
asociados a obesidad previamente descritos (anexo VIII). Teniendo en cuenta los grados
de libertad de la funcién (1), el valor de la frecuencia genotipica “esperado” fue de 3,84;
éste fue obtenido de la tabulacion reportada para un grado de libertad con el 95% de
confianza estadistica (valor p =0,005). Los resultados de las frecuencias genotipicas
observadas para cada uno de los 58 SNPs asociados a obesidad fueron graficados

relacionando el nUmero del SNP con el valor de x? (figura 4.15).

15+

[ ]
BDNF rs10767664

10+

PHW

°® e
® o o,
° ° >y
o 00 ®
0
> > 2N OB APPAPAPANDDADADAN D PP R PP

Figura 4.15 Equilibrio de Hardy Weinberg (PHW) para cada SNP asociado a obesidad. Cada punto

equivale a uno de los 58 SNPs amplificados mediante gPCR de alto rendimiento.



Andlisis de factores de riesgo para diabetes tipo 2 y obesidad en 59
poblacién colombiana de 40 a 70 afios

Los valores de la prueba oscilaron entre 0,00 y 3,34 para 57 SNPs, solo hubo un valor de
12,84 de la variante génica BDNF rs10767664. De acuerdo con la definicién del equilibrio,
cualquier valor de x> mayor a 3,84, indica que ese SNP no cumple el PHW. Por lo tanto, la
poblacién analizada no esta en equilibrio genético para el gen BDNF; dado que no es un
error de genotipado, este gen podria estar haciendo parte de un factor evolutivo y por ello
directamente asociado al proceso patoldgico de obesidad.

4.4.6 Analisis de riesgo genético para DM2

Para el andlisis de riesgo a DM2 se utiliz6 el test Diabetes Prevent (PATIA), dado que el
procesamiento de los datos, en su mayoria, lo hace automéaticamente el software
patentado por PATIA se incluyeron los 111 voluntarios descritos en la tabla 4.8. La prueba
Diabetes Prevent analiza 16 SNPs asociados a DM2 (tabla 1.5). Para el célculo del
porcentaje de riesgo el software aplica un algoritmo que incluye los pardmetros como los
antecedentes parentales de DM2, edad, genero, peso, talla y ascendencia geografica. Los
resultados de porcentaje de riesgo se compararon entre 63 voluntarios normoglucémicos

(N Glu) y 48 con glucosa preprandial alterada (Glu Prep A).

Tabla 4.8 Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

Normoglucemia
Variable <100 mg/dL
57% (n=63)

Glucosa preprandial alterada
2100 mg/dL
43% (n=48)

Género

Femenino 45%(n=50)
Masculino12% (n=13)

Femenino 34%(n=38)
Masculino 9%(n=10)

Edad (afios) 56 (40 - 70) 56 (41-70)
IMC (kg/m2) 30,6 (19,9 - 43,2) 29,5 (20,7 - 44,4)
FINDRISC 16 (7- 23) 17 (10 - 22)

Perimetro de cintura

99,1 (76,0 — 124,0)

98,6 (75,0 — 144,0)

(cm)

Grasa visceral (%) 11 (4 - 24) 11 (4 - 30)
Grasa total (%) 42 (20 - 60) 40 (19 - 54)
Musculo (%) 25 (17 - 38) 25 (20 - 39)

Glucosa preprandial ) i

(mg/dL) 86 (67 - 97) 110 (100 - 142)
% Riesgo genético a

° ng\%z 64 (11 - 99) 64 (17 - 99)
Clasificacion del riesgo Moderado Moderado
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Los datos se exportaron a una hoja de célculo en Excel y se determind la frecuencia alélica
para los 16 SNPs en cada uno de los voluntarios. Se encontrd que siete variantes génicas
presentaron frecuencia alélica mayor al 50%; los genes que representan esos SNPs son
WFS1 (90%), PPARG (90%), ADCY5 (56%), CDKALL (52%), JAZF1 (69%), KCNQ1
(76%), CDKN2A/B1 (85%).

El alelo de riesgo homocigoto y heterocigoto fue detectado en todos los siete SNPs de
frecuencia alélica mayor al 50%, descritos anteriormente. Otra caracteristica comuln es que
los SNPs fueron detectados en la poblacion normoglucémica (N Glu) y también en aquellos
con la glucemia preprandial alterada (Glu Prep A). Entre estos SNPs se destaca el
asociado con el gen WFS1 con frecuencia alélica del 90%; esa variante génica se ha
relacionado con deficiencia de insulina a causa de perdida de células beta pancreaticas,

debido a alteraciones en la funcion de la wolframina [154] [155][156].

El procedimiento para comparar la probabilidad de riesgo para glucosa preprandial
alterada desde normoglucemia, se realizé mediante el calculo de probabilidad OR
mencionado en el item 4.4.2 y la figura 4.5. Se encontraron 9 SNPs con OR 21 (figura
4.16), y las variantes génicas con mayor valor de relacién de probabilidad (OR) son las

asociadas a los genes PPARy y WFS1, con OR de 3,3y 2,0 respectivamente.
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WFS1 rs4458523 90%
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SLC30A8 rs3802177
HHEX/IDE rs1111875 49%
KCNJ11 rs5219 36%
TCF7L2 rs7903146 30%
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Figura 4.16 SNPs asociados a DM2 con (OR =1). Comparacion entre voluntarios normoglucémicos
y glucemia preprandial alterada. El porcentaje indica la frecuencia alélica que corresponde a cada
SNP.
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La literatura reporta que variantes del gen PPARYy se han asociado significativamente a
DM2 [157], éste regula la transcripcibn de genes encargados de la diferenciacion de
adipocitos y el metabolismo de la glucosa y de los lipidos, esta también relacionado con
sensibilidad a la insulina [158]. Desempefia un papel importante en la arquitectura genética
de predisposicién a la enfermedad y ha sido ampliamente descrito en diversos estudios
[159][160][161], en un metaandlisis se informd que el alelo C (de riesgo) aumenta la
susceptibilidad a DM2 [162].

Se analizé la relacién de probabilidad de los diferentes SNPs con OR=1 de riesgo a DM2
en funcién del IMC (figura 4.17A). Cuando se compar6 normopeso (NP) con la condicién
de obesidad (OB), se encontraron siete SNPs asociadas con riesgo genético a DM2; de
esos, tres variantes genéticas exclusivas del analisis con el IMC, provenientes de los genes
FTO, ADCY5 y INS-IGF2T. Se encontraron cuatro SNPs previamente reportados en el
andlisis de comparacion segun el comportamiento glucémico, y pertenecen a los genes
PPARy, CDKAL1, HHEX/IDE y JAZF1 (figura 4.17 B)
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Figura 4.17 SNP asociados a DM2 con OR 21 en funcién del IMC (en A). En B, discriminacién de
los genes asociados a DM2, provenientes de la comparacion entre normoglucémicos (N Glu) y
aquellos voluntarios con glucosa preprandial alterada (Glu Prep A) con el IMC (normopeso —
obesidad).

Los resultados del porcentaje de riesgo genético a DM2 indican que en promedio la
poblacién analizada presenté 64% de riesgo, categorizado como moderado; con valor
minimo de 11% y maximo de 99%. No se encontraron diferencias significativas, cuando la

comparacion se evalué entre el grupo normoglucémico (N Glu) y los voluntarios con
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glucemia preprandial alterada (Glu Prep A). Sin embargo, el analisis en funcién del IMC
evidencié que hay relacion directa con significancia estadistica entre el porcentaje de

riesgo y las condiciones de sobrepeso y obesidad (figura 4.18)
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Figura 4.18 Relacion del porcentaje de riesgo genético a DM2 con el IMC. NP
(normopeso), SP (sobrepeso) y OB (obesidad). *** p < 0,0001, **p=0,0107.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se realizaron jornadas de salud que permitieron reclutar 535 voluntarios colombianos entre
40y 70 afios de edad, a quienes se les analizé los factores de riesgo a obesidad mediante
medidas antropométricas, de composicion corporal y pruebas bioquimicas; esos analisis,
ademas del FNDRISC también permitieron valorar los factores de riesgo a DM2. Las
medidas antropométricas sefialaron que el 70% de la poblacién presentd alteracion del
IMC, el 73% superd el valor de referencia para el perimetro de cintura. La composicion
corporal, que refleja el estado nutricional del individuo, indicé exceso en el componente de
la grasa total en el 78% de la poblacién, y 54% en grasa visceral. Se evidencio que el 38%

de los voluntarios presentaron disminucién en la masa muscular.

La condicién de hiperglucemia se valoré en el 23% de la poblacion, de éstos el 21%
padecia prediabetes y el 2% se diagnosticé con DM2. Con relacion al perfil lipidico se
encontré que el 42% de los voluntarios estaba fuera del rango ideal para triglicéridos; de
igual forma los niveles de colesterol total y cLDL en el 73% de la poblacién superaron el
limite considerado como “bordeline” alto, en consecuencia y de forma coherente se
encontré que el cHDL fue inferior al limite minimo reportado segun el género, en el 61%

de la poblacion.

Los indices aterogénicos permiten asociar riesgo metabdlico a partir del perfil lipidico y
medidas antropométricas, en la poblacién analizada se encontré que el 82% superé el
rango referencial (<0,5) del indice cintura/altura. Para el indice TG/cHDL el 57% de los
voluntarios presento valores por fuera del limite (<3,5), mientras que 60% tuvo alterado el
indice CT/cHDL cuyo valor de referencia es 4,5; similar comportamiento se present6 con
el indice cLDL/cHDL, en éste el 65% de la poblacion estuvo por fuera del rango (<2,5). Se
concluye que en promedio el 66% de los voluntarios presenté alteracion en los indices
aterogénicos, situacion directamente relacionada con el factor de riesgo cardiovascular.
Se considera de vital importancia valorar los indices aterogénicos en la practica clinica
como medida de seguimiento e intervenciobn para prevenir las complicaciones

cardiovasculares.



64 Analisis de factores de riesgo para diabetes tipo 2 y obesidad en poblacién
colombiana de 40 a 70 afios

La valoracion del riesgo a DM2 mediante el FINDRISC indicé que 24% de la poblacion
presentaba entre 12 a 14 puntos, en categoria de riesgo moderado con el 17% de riesgo
a padecer la enfermedad en 10 afios. El 30% de los voluntarios estaba en el rango de 15
a 20 puntos, con un riesgo alto o con 33% de riesgo a DM2. La poblacién con
FINDRISC>20 puntos solo fue el 3%, que corresponde a un nivel muy alto, valorado en el
50% de riesgo a DM2. En conclusién, el 57% de los voluntarios deben iniciar control clinico
metabdlico dado el riesgo segun FINDRISC=12 puntos. Este es un instrumento de utilidad
como predictor de riesgo a DM2, no invasivo, de facil medida, econémico, cuya aplicacion

permanente ayudard a prevenir las complicaciones asociadas a la patologia.

Los analisis de las pruebas de algunos voluntarios normopeso con aparente buen “estado
de salud”, expresan marcadores de riesgo metabdlico; por lo que se concluye que la
evaluacién del riesgo no debe limitarse a las pruebas bioquimicas y antropométricas de
forma aislada. El riesgo metabdlico se debe analizar en conjunto, incluyendo la
composicion corporal, con la implementacion de herramientas de facil acceso y aplicaciéon
como el FINDRISC vy los indices aterogénicos, ya que el IMC por si solo no es un buen
indicador de salud. El aumento en el perimetro de cintura, la grasa visceral y los indices
aterogénicos estan fuertemente asociados con el desarrollo de obesidad, DM2 y riesgo

cardiovascular.

El andlisis de riesgo genético se realizé sobre 111 voluntarios, mediante qPCR de alto
rendimiento. Se calcul6 la probabilidad de desarrollar obesidad en 42 individuos,
comparando el estado de normopeso con obesidad. Se analizaron 58 variantes génicas
asociadas a obesidad, por reporte del GWAS; de éstas BDNF(rs10767664) fue la Unica
gue no estaba en equilibrio Hardy Weinberg (PHW) en la poblacién estudiada. Se
encontraron 27 SNPs con relacién de probabilidad entre 1 y 4, con frecuencias alélicas
entre 13% y 92%; éstos se correlacionaron con el IMC. Las variantes génicas asociadas a
obesidad provienen de los genes LINGO2, BDNF, NFE2L3, C2o0rf16, SEC16B, TNEM18,
TBX15. Se cuantific la puntuacién de riesgo genético en 50, que es dependiente del IMC;
con esa puntuacion se midio la sensibilidad y especificidad de la prueba, mediante el area
bajo la curva ROC (AUC). Se calcul6 un valor predictivo AUC de 0,88 que permitio
discriminar entre SNPs, el estado de normopeso de la condicidén de obesidad. El porcentaje

de riesgo genético a obesidad en los voluntarios analizados fue del 62%.
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El andlisis de riesgo para DM2 sefialdo 8 SNPs con OR =1 y frecuencia alélica mayor al
50%. Las variantes asociadas a DM2 provienen de los genes WFS1 (90%), PPARG (90%),
ADCY5 (56%), CDKALL1 (52%), JAZF1 (69%), KCNQ1 (76%), CDKN2A/B1 (85%), en el
paréntesis se indica la frecuencia alélica. La poblacién estudiada presentd 64% de riesgo
genético a DM2, catalogado como riesgo moderado.

Existe una relacién directa entre la valoracion clinica y los hallazgos de riesgo genético a
obesidad y DM2 en la poblacién analizada. Ampliar los estudios genéticos desde la
infancia, permitird que desde esa edad hasta la poblacién adulta se propicien estilos de
vida saludable, para prevenir o retardar el desarrollo de estas patologias y sus

complicaciones.

5.2 Recomendaciones

Continuar el analisis de frecuencias alélicas y puntaje de riesgo genético con las 69
muestras de voluntarios que fueron amplificadas por gPCR de alto rendimiento, para
enriguecer los estudios estadisticos. Se debe entregar el resultado de posible riesgo

genético de obesidad y diabetes a cada uno de los voluntarios.

Hacer el analisis de la encuesta de frecuencia de alimentos (no mencionada en el escrito)

y asociar la calidad de la dieta con los factores de riesgo a DM2 y obesidad.

Se recomienda en futuros estudios determinar hemoglobina glicosilada, ya que es un
acercamiento histérico del comportamiento glucémico del individuo, ademas de las
medidas de hormonas como insulina, leptina y adiponectina que permitan caracterizar el

estado metabdlico.

Se recomienda ampliar la investigacion incluyendo jovenes a partir de los 18 afios, y
diferentes etnias, para caracterizar la poblacion colombiana a nivel genético. Esto
aumentara la confianza del puntaje y porcentaje de riesgo a obesidad y DM2, debido a que
son escasos los estudios que ha relacionado los SNPs para estas patologias metabdlicas

en el pais.
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Anexo | a. Aprobacion Comité de ética

CONSELLERIA DE SANIDADE . Coaalarh de &
Secretaria Xeral Técnica 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Tel: 881548425, Correo-e: ceic@sergas.es

Secretana Técnica
@ XUNTA DE GALICIA S s e o st Gl jal ICI3

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Cristina Mdrquez Riveras, Secretaria del Comité de Etica de la Investigaci6n de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunién del dia 20/09/18 el estudio:

Titulo: Obesidad y diabetes en Iberoamérica: factores de riesgo y nuevos biomarcadores
patdgenos y predictivos

Version: Versién 2 de 31 de julio de 2018 y HIP al participante version 1 de 22 de junio de
2018 y consentimiento informado versién 1 de 22 de junio de 2018 y consentimiento
informado ANTE TESTIGOS version 0 de 22 de junio de 2018 (castellano y gallego)
Promotor/a:Alberto Cepeda Sdez

Investigador/a: Alberto Cepeda Saez

Codigo de Registro:2018/270

Y que este Comité, tomando en consideracion la pertinencia del estudio, el conocimiento disponible,
los requisitos legales aplicables y los Procedimi Normalizados de Trabajo del Comité, emite un
dictamen FAVORABLE para la realizacién del citado estudio.

Documento firmado digitalmente por:

E#: E Marquez Riveras, Cristina: 25/09/2018 15:11
1 J4C4-BOAH-OFC3-4215-3788-1091-674
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Anexo | b Aval del comité de ética Universidad Nacional

"& UNIVERSIDAD

F45% NACIONAL
ot =% DE COLOMBIA
wiihw SIDEBOGOTA
COMITE DE ETICA FACULTAD DE
CIENCIAS

Bogota, marzo 04 de 2019

Profesora
Martha Nancy Calderon Ozuna
Departamento de Quimica

Respetada Profesora

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Cienclas, en reunlon reallzada
el dia 04 de marzo de 2019 (Acta 02-2018), evalud aspectos &icos del proyecto presentado por
usted. Como resultado de esta revision, & Comité considera que el proyecto cumple con los
aspectos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las cbservaciones y el concepto
final.

P1: Proyecto | Investigadores - Grupos - Dependencias / Observaciones,

Proyecto: Obesidad y diabetes en |beroamérica: Factores de riesgo y nuevos biomarcadores
patogénicos y predictivos.

Red IBEROBDIAN (Espana, Méjico, Colembia, Chile y Argentina)

Responsables, Investigadores en la Universidad Nacional de Colombla: Martha Nancy Calderon
Ozuna (Grupo de Investigacion Bioquimica y Blologia Molecular de las Micobacterias, Facultad de
Ciencias). Facultad de Medicina; Luz Helena Aranzdlez (Grupo de Investigaciéa Nutricion y
Hormonas) y los Estudiantes Julieth Daniela Buell Acocsta, Haiver Antonio Rodrigusz Navarro y
Lida Marcela Cacedo Torres

Observaciones:

Tipo de estudlo. dentificacion ¢e nuevos marcadores bioldgicos para prediceion y diagnéstico de
diabetes melitus tipo || (DM2), mediante tratamiento masivo de datos, en paises iberoamericancs.
Se aplicaran encuestas a poblacidon adulta (40 & 70 anos de edad) para tomar datos
sccioecondmicos, demograficos, de antecedentes familiares, nufricionales, Se hardn medidas
antropometricas y valoraciones clinicas de rutina, Se cbtendran para andlisis muestras de sangre,
saliva heces y orina,

Los principales aspectos éticos, legales y ambientales a tener en cuenta por los investigadores
estan relacionados con;
1. Protocolos de bioseguridad. BPL y sistema Institucional de gestion ambiental
2. Guias y pautas nomativas. Protocolos de Consentimiento Informado: autorizacion para
la toma y analisis de muestras biclégicas (sangre, ealiva, onna hecas).
3, Proteccion de los desarrollos y cumpliméente de normatvas sobre propiedad intelectual
Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de ka Universidad Nacional de Colombla.
4. El proyecto macro cuema con aval del Comite Territorial de Etica de Ia Investigacion de
Santiago-Lugo (Galkcia, Espafia): Acta del 20 de septiembre de 2018,

Concepto: Proyecto Avalado.

LUIS FERNANDO OSPINA GIRALDO
Coordinador Comité de Etica

Carrars 30 No 4505, FACULTAD DE CIENCIAS, Edifcio 450, 4° piso, Oficing 400
Conrmutader: (57-1) 316 5000 Ext. 14655
Cormeo electronico: Foapnagidunal @i co / Bogold, Cokertng, Sur América
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Anexo Il Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

OBESIDAD Y DIABETES EN IBEROAMERICA: FACTORES DE RIESGO Y
NUEVOS BIOMARCADORES PATOGENICOS Y PREDICTIVOS

Proyecto desarrollado por los paises integrantes de la RED IBEROBDIAN (Espafia, México, Argentina,
Chile y Colombia)

INVESTIGADORES EN COLOMBIA: Martha Nancy Calderén Ozuna (Grupo de investigacion
Bioquimica y Biologia Molecular de las Micobacterias) y Luz Helena Aranzalez Ramirez (Grupo de
Investigacién Nutricién y Hormonas de la Division de Lipidos y Diabetes).

ENTIDAD: Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, Departamento de Quimica — Facultad de
Ciencias y Departamento de Fisiologia — Facultad de Medicina.

OBJETIVO: La intencién de este proyecto es identificar nuevos marcadores bioldgicos para la
prediccion y diagnostico de la diabetes tipo 2 (DM2), mediante herramientas de tratamiento masivo de
datos, en paises Iberoamericanos.

PARTICIPACION VOLUNTARIA: Para llevar a cabo este estudio, se necesita obtener datos y
muestras de la poblacion Iberoamericana en general: Se considera que el voluntario debe cumplir con
los siguientes requisitos:

(1) Nacionalidad Colombiana y ser mayor de edad.
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(2) Edad entre 40 — 70 afios
(3) No estar en embarazo
(4) Firmar este documento de Consentimiento Informado.

INFORMACION DE INTERES PARA LOS PARTICIPANTES

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la obesidad son enfermedades metabolicas de alta prevalencia en el
mundo. Las complicaciones vasculares son las manifestaciones mas graves de la DM2; la aterosclerosis
tiene una directa relacién con las enfermedades cardiovasculares; la nefropatia, la retinopatia y neuropatia
diabética son complicaciones que se desarrollan a mayor plazo. En los adultos mayores ademas de las
complicaciones microvasculares (que incluyen amputaciones de las extremidades inferiores) y las
cardiovasculares, se ha documentado como causa de mortalidad incidentes hiperglucémicos e
hipoglicémicos fulminantes, que demandan intensificar los esfuerzos en investigacion cientifica. Existe
una poblacion que puede desarrollar DM2 sin sintomas, de éstos el 20% son diagnosticados cuando se
manifiestan las complicaciones, como la retinopatia, o falla cardiaca sin previo aviso. Investigaciones
recientes han relacionado alteraciones de la microbiota intestinal con estas patologias. En el actual estudio
se pretende ampliar el conocimiento de la DM2 y la obesidad desde las relaciones genéticas, metabdlicas,
hormonales y su asociacién con las alteraciones de la microbiota intestinal.

Procedimientos gue se van a usar:

(1) Se realizara una encuesta nutricional y se interrogara al participante por datos socioecondémicos,
demograficos y de antecedentes familiares.

(2) Se obtendran medidas antropométricas tales como peso, talla y perimetro de cintura.
(3) Se medira la tension arterial.
(4) Se tomaran muestras de sangre en ayunas, saliva, orina y heces.

Con esas muestras se haran los analisis metabdlicos, estudios de biomarcadores genéticos y de
microbiota.

El proceso de toma de muestras sera realizado por personal cualificado. Las muestras obtenidas seran
analizadas de manera confidencial en el Laboratorio de la Division de Lipidos y Diabetes del
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina.

Las molestias o los riesgos esperados:

Esta investigacion se clasifica en el Grupo de “Investigacion con riesgo minimo”. La inica molestia que
podria derivar es dolor, hinchazon y/o enrojecimiento en el sitio de puncion venosa. En caso de cualquier
molestia en los dias siguientes a la puncion, el participante sera valorado por el grupo de investigadores
gue realiza el estudio siguiendo las recomendaciones indicadas.
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Los beneficios y garantias que puedan obtenerse:

Cada voluntario recibira el resultado de su perfil nutricional, de acuerdo con los anélisis bioquimicos
realizados.

Ademas, se le garantiza a cada participante que recibira respuesta a cualquier pregunta y aclaracion
acerca de los procedimientos.

Se le informaran de los riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacién y el
tratamiento de los datos de los voluntarios.

Las investigadoras daran respuesta a cualquier inquietud al inicio, durante y al final del trabajo.

La libertad de retirar su consentimiento:

Lo podré hacer en cualquier momento, puede abandonar y dejar de participar en el estudio sin que por
ello se creen perjuicios. Cada voluntario puede retirarse del estudio cuando lo desee.

La sequridad que no se identificara a los voluntarios:

1. Se mantendra la confidencialidad de la informacién relacionada con su privacidad.

2. En todos los casos las muestras estaran codificadas de forma que en ningin momento se pueda
conocer la identidad del voluntario.

3. Respecto a las muestras bioldgicas: las muestras biolégicas perecederas seran destruidas al finalizar
este estudio, siguiendo la normativa vigente.

4. Se solicita consentimiento del participante para la conservacion futura en congelacion de las
siguientes muestras: Extractos conteniendo ADN-bacteriano procedente de heces y extractos de ADN
procedente de la saliva, para posibles futuros estudios.

La normativa que regula el tratamiento de datos/muestras de personas, le otorga al participante el
derecho a acceder a éstos, oponerse, corregirlos, cancelarlos, limitar su tratamiento, restringir o solicitar
la supresion de los mismos. Para ejercer estos derechos puede el participante dirigirse al Investigador
Principal de este estudio en el correo electrénico: mncalderono@unal.edu.co

La disponibilidad de tratamiento médico y la indemnizacion:

La presente investigacion no acarrea riesgos para la salud de los participantes, ni da lugar a dafios que
puedan causar demandas civiles o penales.

Gastos:
En ninglin momento se solicitara dinero a los voluntarios.

Todos los gastos seran cubiertos por el presupuesto de la investigacion.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
DE INVESTIGACION

TITULO: Obesidad y Diabetes en Iberoamérica: factores de riesgo y nuevos biomarcadores
patogénicos y predictivos.

Yo, , he leido la informacion
suministrada para los participantes del estudio, pude conversar con el equipo investigador y realizar
todas las preguntas necesarias para comprender las condiciones en este estudio y considero que recibi
suficiente informacion.

Comprendo que mi participacién es voluntaria y que puedo retirarme del estudio en cualquier momento,
sin tener que dar explicaciones y sin gque esto afecte a mi integridad.

De forma VOLUNTARIA participo en el estudio y acepto el uso de mis datos/muestras en las
condiciones indicadas

Respecto a la conservacion y utilizacion futura de los datos y/o muestras, accedo a que mis datos y/o
muestras sean conservados una vez finalizado el presente estudio.

Tomo la decision de que mis datos y/o muestras sean Si o No___ conservados para usos
posteriores en lineas de investigacion relacionadas con la presente bajo las condiciones de codificacion
mencionadas.

PARTICIPANTE

Firma:

Nombre:

Identificacion:
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Correo Electronico:

NUmero de contacto:

Fecha de nacimiento:

TESTIGO

Firma;

Nombre:

Identificacion:

Correo Electrénico:

NUmero de contacto:

Muchas gracias por su colaboracion.

Departamento de Quimica
Facultad de Ciencias
Sede Bogotd

UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA



86 Analisis de factores de riesgo para diabetes tipo 2 y obesidad en poblacién
colombiana de 40 a 70 afios

Anexo lll Cuestionario FINDRISC

ESCALA FINDRISC

La prevencion: el mejor tratamiento

La escala FINDRISC es un instrumento de cribaje inicialmente disenado para
valorar el riesgo individual de desarroliar DM2 en el plazo de 10 afos.

Las principales variables que se relacionan con el riesgo de desamroliar DM en
esta escala son: edad, IMC, el perfimetro de la dntura, hipertension arterial con
tratamiento farmacolégico y los antecedentes personales de glucemnia elevada.

Se trata de un test con ocho preguntas, en &l cual cada respuesta tiene asignada una puntuacion,
varlando b puntvacion finalentre 0y 26 °.

Edad MC tkym B
Menos de 45 anos 0 puntos Menos de 25 kgim? 0 puntos
Entre 45-54 anos 2 puntos Entre 25-20 kg/m ? 1 punto
Entre 5564 anos 3 puntos msdeaolg,m' 3 puntos
Mais de 64 anos 4 puntos
Perimetro abdominal imedido a nivel del ombligo)
Hombres Mujeses PUntuacion
Menos de 94 cm Menos de 80 cm 0 puntos
Entre 94-102 cm Entre 80-88 cm 3 puntos
Masde 102 an Mas de 88cm 4 puntos
Realiza normaimente al menos 20 minutos iCon qué frecuencia come frutas, vesduras y
diarios de actividad fisica? hortalizas?
S1 O puntos Adiario O puntos
No 2 puntos No a diaro 1 punto
e han recetado alguna vez medicamentos e han detectado alguna vez niveles altos de
contra ka HIA? glucosa en sangre?
Si 7 puntos St S puntos
NO 0 puntos NO 0 puntos
205 Nt AN TRNICREE O s KN S Saa PUNTUACION TOTAL
No 0 puntos
Skabuelos, tios o primos 3 puntos
hermanos (pero no pades, -
hermanos o hijos)
Sk padres, hermanos o hijos S puntos

De 12 a 14 puntos 17% Nivel de nesgo moderado
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Anexo IV Base de datos inicial con cada uno de los datos por voluntario (Ejemplo)

L

CODIC * |FINDRI * ANTECEDENTES ¥ |GEMEE ™ PE ¥ RLLAENMET ¥ | tallaencn ™| EDAl ™ | TALL, ™ |%GRA! ¥ | VISCE ¥ LUSCU ¥ [RIMETRO CINTURA ¥ | indice cinturalale ¥ |  IMC ¥ RRACTERIZAL ™ GLUCO ¥ | PTOC
Noom 5 mama y hermana F 533 157 157 i3 57 361 i 26,7 a4 05 24,3 normapesa ]l 112
hO333 10 Mama diabetica Fooldar 152 152 il 152 32 G 26.2 6 05 215 MNormopesa a7
N33 1 Sitiene primer grado M fi5 1815 1613 3 1813 183 4 334 4.3 0.3 204 Normopeso 106 fid
o223 L Padre diabetica F £5.3 165 162 52 162 373 5 255 IE 03 24 naMmapesa 14 76
MO352 15 primer grado Foo|5a0 152 152 A7 152 A 8 248 83 03 238 Normopeso 125 .
hO354 17 Padre diabetes M |583 1,538 1538 £ 1538 201 8 344 [ 11 223 Narmopesa 108 141
MNO3TS 5 niotiene antecedentes F 533 153 153 fid 153 281 i 235 a0 03 211 Narmopeso 17 108
NO380 L Tiene primer grado F 622 161 161 B3 161 34 i 5.2 88 05 24 nOMMmopeso 05 02
MNO38T 13 papa diabetes Foo|ant 1525 1525 f3 1525 7 3 26,1 05 g 248 Normopesa 122 197.2
MOSE2 15 Madre diabetica F|580 1,585 1585 4 158.5 368 G 25 82 05 231 Normopesa 32 136
OS82 13 Mama diabetica F|605 1,555 1595 56 1555 07 G 30 83 05 238 noMmapesa 74 a7
NO533 0 |hermanoprediabetes y abuelo diabete  F 436 1373 73 48 1575 26,2 4 238 80,5 05 20 normopesa 32
0534 7 Padre diabetiza M| 70 172 172 42 112 208 g 37 30 05 24 MNarmopesa 3
0933 g abuela diabetico M558 165 = 45 162 193 5 368 83 03 216 MNarmopesa 4
MO6S 15 madre diabetica F £05 155 155 58 153 383 8 25 33 11 5.2 sobrapesa 12 33
NO303 20 primer grada , padre diabetes F 1.3 153 153 57 153 e 3 21 83 05 26,2 Sobrepeso 86 35
135 5 padres diabeticos F £5,2 158 158 5 158 40,1 3 248 32 05 261 sobrepeso 11l 07
o215 1 Madre dishetes F B5.7 153 153 58 153 381 g 28,3 4 05 26 sobrepeso 117 100
NO535 1 primer grado diabetes F a7 133 155 i} 155 46 1 2.7 103 or 286 Sobrepeso 34
NO5T2 5 primer grado diabetes F G5 133 155 fil 155 43 10 237 31 05 278 Sobrepesa 83 153
MOSE6 18 tios y abuela F f1.2 13 150 52 150 415 3 245 33 05 272 Sabrepesa a7
HO5E7 1 Segundo grada antecedentes F T34 166 56 23 56 333 1 265 it 05 28,8 sobrepeso 82
OS85 20 Mama diabetica Foo|g33 1525 1525 £l 1525 4§15 3 244 i 0 272 sobrepeso a7
NO530 15 Hermana diabetico M |63 173 173 o6 173 237 12 308 3 05 257 sobrepesp 4 .
HOS63 13 tia diabetes Foo|ma 1,665 662 L3 166.5 433 10 238 32 11 2t sobrapesa 103 LY
h0551 1 madre disbetica F ) 1428 W28 53 2.8 48 3 222 7 07 262 Sobrepeso 103
MOSET =] papa disbetico M |75 17 170 46 170 233 12 327 103 0 2T5 sobrepeso ]
MOEM 13 mama diabeteica M| T2 161 161 I 161 298 15 35 100 0g 24 Sobrepeso 1 130
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Anexo V Matriz de resultados paralos SNPs

#Project Mame : LLS17 COMBINADD

#Project Description:

#Exported By laura. sinistera@uze.es

#Export Date: 2022-03-2504:05:20 PM

# Analyziz Group Mame : Default &nalysiz Group

# Call Settings : Real-time Bn Data

#Block Tupe : Openfiray

#Instrument Type : QuantJtudio 12K Flex Real-Time PCR System
#Mumber of Experiments : 1

# Software Version Mumber : 2020.1.4-01-20-build1

Iﬂl:reation Date: 2022-03-2503:32:04 PM I II
# Last Modified Date . 2022-03-25 03 32:05 PM

Samplelfssay,"C___ 1233175 1EI S | = i< T | =< ) I | O [ I: 23242857_10","C___VE00571 20", "C__23821236_20","C___ 1534245 10" "C__ 168720 20", "C__ 12035076107, "C___ 2031261107, C_233Ma67_10","C__304v1i 0", "T__

"CIC"" LTI GG TIT G A, T AT T AN T "AICT, E A AT AIG" AR GG GG A AT G G TIT A T, I TIT T T "G, T
2, CIC AT TIT "I T, GM "GIGT TG, A "GIG","TIC", C.'T T T, AT I, AT T G DI, A T, T T A A T, A GIG T, AT, T, GG GIGT, A AIG" AR T, TIT ™ CIC "G, T TIT™ "t
el ey - T R o) Ry T 11 7 i ) i o o ) I 1 T4 g 1 iy o ] i 1 i o 1 i o i o 1 = = o i i i - i e R ] i i e ) i i iy ) e i ) R ) T |
o S 1 S o1 T o T T o W 1y 1 1w 1wy 1 1 1 1 T T o T T Y W W 1y 1 1 w1 i T T 1
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L= I ] T U R ) Ry I R T T 1) E- 1 =y ) iy ) Ry ) Y] sy ) i e Iy I 7 1 By ) iy i i = 1 1 e T 7 I = i 7] TV e [ e B e = - I iy B n 1 Y
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SELTJFL."NT T T.'T C.‘T NDAMF‘ "GIG", T.'G A.‘G G.'G C.‘C T T.'T C.‘C T.'T ST AN T G.'G C.'T BB C.'C SBIG Pn'.ﬂ. C.‘C Pn'.ﬂ. A.‘A P.MITJT G.‘G G.'G A.‘A Pn'.ﬂ. A.‘A C.'C Tn'T o, Gn‘G "I C.‘C L.
535, CICT, NA". |'T Cn'CI CI:'C Gn'G F\M Gn'G Gn'G Gn'G CI:'T Tn'T,Tn'T CI:'C',T.'T Cn'CI,F\M,Tn' An’G Cn'T Cn'CI TIT T, AM ,"NG CI:'C AM NA AM "TIT GG, Gn'G AM NA AM Cn'T Tn'T 'Tn'T,Gn'G Tn'T,Cn'T AM
83, T A AT T CIC T, AT AR TIT A AN, I T T AT, TIT T AT, NA CCIC CIE T T AR AR TIC ANGT GG, G ST GG, AN AICT, G G T, AT T, GG, TIT TIT T, A
A0, T A AT N TT T AR GG, TG, GG RIS, C.'T T, C.'T "AIC Tn'T M AN T GG T AT T T, A AR AT AR A A ST GG G, A A AR TIT AT TIT G T ST ALY
5. CIC AT TITY " U AN TIC AT CIC T AT AR T, AN GG AR, EIT GG GG, A GG, A T, AT I G, T TIT L GAL
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Anexo VI Calculos OR, indice de confianza al 95%

Odds ratio obesidad- Odds ratio sobrepeso-
Gen NCBI normopeso obesidad

O.R 95% C.I O.R 95%C.|
PRKD1 rs11847697 0,0 0,000 - 1,329 0,667 0,107-3,722
CLOCK rs1801260 0,0 0,000 0,000 0,000
MC4R rs12970134 0,3 0,061-1,877 0,774 0,189-2,824
MC4R rs6567160 0,3 0,024 - 2,552 0,667 0,107-3,722
ETV5 rs9816226 0,4 0,026 - 2,756 0,539 0,035-5,156
PLIN1 rs2289487 0,4 0,104-1,366 0,500 0,152-1,835
FAIM2 rs7138803 0,4 0,094-1,827 0,764 0,174-2,971
NCAM2 rs11088859 0,4 0,074-2,285 0,500 0,084-2,725
ITPR2 rs718314 0,4 0,131-1,558 0,778 0,211-2,619
ADAMTS9 rs6795735 0,5 0,148-1,621 1,008 0,336-3,040
HOXC13 rs1443512 0,5 0,133-1,891 0,725 0,210-2,870
GCKR rs780093 0,5 0,136-1,593 0,764 0,256-2,678
ZNF259 rs2075290 0,5 0,120-2,222 1,333 0,308-6,018
RSPO3 rs9491696 0,5 0,150-1,896 1,300 0,355-4,901
MTIF3 rs4771122 0,5 0,120-2,384 1,313 0,239-5,609
MC4R rs17782313 0,5 0,092-2,831 0,500 0,086-2,602
ZNRF3 rs4823006 0,5 0,092-2,831 0,239 0,047-1,400
COBLL1 rs13389219 0,5 0,147-2,003 0,625 0,158-2,631
MAP3k1 rs11743303 0,6 0,161- 2,256 0,714 0,185-3,079
LRP1B rs2890652 0,6 0,138-3,268 0,371 0,067-2,459
TNNI3K rs1514175 0,7 0,206-2,132 1,074 0,359-3,184
GRB14 rs6717858 0,7 0,221-2,760 0,701 0,185-2,588
SH2B1 rs7359397 0,8 0,242-2,372 0,846 0,276-2,550
NEGR1 rs2815752 0,8 0,233-3,356 0,857 0,256-3,575
MAP2K5 rs2241423 0,8 0,237-2,729 0,629 0,193-1,960
IRS1 rs2943650 0,9 0,224-4,236 0,722 0,194-2,960
LY86 rs1294421 0,9 0,255-2,993 0,815 0,228-2,797
MC4R rs571312 0,9 0,131-6,607 0,929 0,131-6,607
GNPDA2 rs10938397 1 0,288-4,027 0,800 0,240-3,148
ADRB3 rs4994 1,0 0,226-4,415 1,200 0,324-4,984
HSD17B4 rs10478424 1,0 0,252-3,963 1,000 0,252-3,963
FTO rs9939609 1,0 0,287-3,483 0,833 0,201-3,085
VEGFA rs6905288 1,0 0,299-3,438 0,682 0,206-2,132
FTO rs8050136 11 0,314-3,702 0,897 0,219-3,280
FTO rs1121980 1,1 0,314-3,702 0,897 0,219-3,280
FTO rs17817449 1,1 0,314-3,702 0,897 0,219-3,280
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Anexo VI (continuacion) Resultados de Calculos OR
con Indice de confianza al 95%

Odds ratio obesidad- Odds ratio sobrepeso-
Gen NCBI normopeso obesidad
O.R 95% C.I O.R 95%C.1

LIPC rs10468017| 1,2 0,333-4,850 0,933 0,242-4,502
DNM3 rs1011731 | 1,2 0,355-3,657 0,513 0,136-1,976
CETP rs173539 1,3 0,267-4,740 0,491 0,125-2,020
TFAP2B rs987237 1,3 0,395-4,580 1,102 0,324-4,051
GPRC5B rs12444979| 1,3 0,308- 6,018 1,333 0,308-6,018
FTO rs12149832| 1,3 0,284-5,124 1,346 0,284-5,124
FTO rs1558902 1,3 0,284-5,124 1,250 0,267-4,740
LYPLAL1 rs4846567 1,3 0,284-5,124 0,470 0,122-1,847
QPCTL rs2287019 | 1,5 0,269-9,344 1,500 0,269-9,344
GRB14 rs10195252| 15 0,390-5,876 1,385 0,335-5,419
SEC16B rs543874 1,6 0,380-6,317 1,000 0,219-4,559
SPRY2 rs534870 1,8 0,556-6,766 1,667 0,452-5,433
APOA5S rs2266788 | 2,0 0,450 -8,293 2,000 0,450-8,293
TBX15 rs984222 2,0 0,552-6,935 0,833 0,284-2,859
TNEM18 rs2867125 2,0 0,209-30,800 0,500 0,086-2,602
SEC16B rs571312 2,2 0,480 -7,653 1,500 0,372-5,541
C2orf16 rs1919128 | 2.4 0,672-8,141 1,833 0,450-6,496
NFE2L3 rs1055144 3,7 0,783-19,280 2,321 0,350-12,960
BDNF rs10767664 | 4,0 0,494-55,600 1,667 0,280-10,830
LINGO2 rs10968576 | 4,3 0,587-54,120 4,364 0,519-57,170
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Anexo VI (continuacion) Resultados de Calculos OR
con Indice de confianza al 95%
Odds ratio sobrepeso-NORMOPESO
GEN NCBI OR 95% C.I GEN NCBI OR 95% C.I
ZNrf3 | rs4823006 0,7 | 0,1825t0 2,614 FTO rs17817449 |0,9| 0,2192to 3,280
NEGR1 |rs2815752 0,9 | 0,2557 to 3,575 CETP rs173539 0,5| 0,12531t0 2,020
HSD17B4 | rs10478424 | 1,0 | 0,2523 to 3,963 TNNI3K |rs1514175 1,1| 0,35921t0 3,184
APOA5 |rs2266788 | 2,0 | 0,4500 to 8,293 SPRY2 | rs534870 1,7] 0,45161t05,433
SH2B1 |rs7359397 | 0,8 | 0,2765t0 2,550 | TFAP2B |rs987237 1,1| 0,3245to 4,051
FTO rs9939609 1,3 | 0,28421t05,124 MC4R rs6567160 0,9 0,1311to 6,607
MC4R | rs571312 0,5 | 0,08614 to 2,602 | SEC16B |rs571312 15| 0,372310 5,541
GRB14 |rs10195252 | 0,7 | 0,1853 to 2,588 FTO rs1558902 1,3| 0,26741to0 4,740
GCKR | rs780093 0,8 | 0,2560t02,678 | QPCTL |[rs2287019 |[1,5| 0,2687 to 9,344
LY86 rs1294421 0,8 | 0,2277 to 2,797 BDNF rs10767664 |1,7| 0,2802 to 10,83
HOXC13 |rs1443512 0,7 | 0,2100 to 2,870 MTIF3 rs4771122 1,3| 0,2388to 5,609
MC4R | rs6567160 0,8 | 0,1887t02,824 | MAP2KS |rs2241423 |0,6| 0,1935to 1,960
PLIN1 |rs2289487 0,5 | 0,1521t0 1,835 PRKD1 |rs11847697 |0,7| 0,1070to 3,722
NCAM2 |rs11088859 | 0,5 | 0,08477 to 2,725 | ADAMTSY | rs6795735 10| 0,3359to 3,040
ADRB3 |rs4994 1,2 | 0,32411t04,984 VEGFA | rs6905288 0,7| 0,20621t0 2,132
FAIM2 |rs7138803 0,8 | 0,17451t0 2,971 FTO rs12149832 | 0,9| 0,2192to 3,280
MAP3k1 | rs11743303 | 0,7 | 0,1851 to 3,079 ITPR2  |rs718314 0,8| 0,2111t0 2,619
C20rfl6 |rs1919128 1,8 | 0,4508 to 6,496 LYPLAL1 |rs4846567 0,5| 0,1219t0 1,847
NFE2L3 |rs1055144 2,3 ] 0,35021t012,96 FTO rs1558902 | 0,9| 0,2192to 3,280
DNM3 |rs1011731 0,5 | 0,1358t0 1,976 COBLL1 |rs13389219 (0,6| 0,1583to0 2,631
RSPO3 |rs9491696 1,3 | 0,354910 4,901 LRP1B |rs2890652 |0,4| 0,06686 to 2,459
IRS1 rs2943650 0,7 | 0,19381to 2,960 LIPC rs10468017 | 0,9| 0,2423 to 4,502
GNPDA2 |rs10938397 | 0,8 | 0,2396 to 3,148 GPRC5B | rs12444979 |1,3| 0,3077 to 6,018
TNEM18 |rs2867125 | 0,5 | 0,08614 to 2,602 | SEC16B |rs543874 1,0| 0,2194 to 4,559
FTO rs9939609 0,8 | 0,2006 to 3,085 LINGO2 |rs10968576 |4,4| 0,5190to 57,17
GRB14 |rs6717858 | 1,4 | 0,33481t0 5,419 ETV5 | rs9816226 |0,5| 0,03480 to 5,156
MC4R |rs12970134 | 0,7 | 0,1070 to 3,722 TBX15 rs984222 0,8| 0,28451t0 2,859
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Homocigoto no
GEN NCBI AIEELSOG gE Alelo de riesgo Alelo de no riesgo Homocigoto riesgo heterocigoto riesgo
NP |SP OB NP SP OB NP SP |OB NP |SP OB |NP |SP |OB

ZNF259 rs2075290 C 021) 014 | 0,11 | 0,79 | 0,86 | 0,89 | 0,00 | 0,00]| 0,00 [0,14 | 0,10 | 0,070,219 | 0,24 | 0,26
NEGR1 rs2815752 A 0,771 0,71 | 068 | 023 | 0,29 | 0,32 | 0,47 |0,17]| 0,17 |0,15] 0,15 | 0,12 ] 0,00 | 0,02 | 0,05
HSD17B4 rs10478424 A 0,71] 0,71 | 0,71 | 029 | 0,29 | 0,29 | 0,17 | 0,17 | 0,17 | 0,14 | 0,14 | 0,14 | 0,02 | 0,02 | 0,02
APOA5S rs2266788 A 0,791 089 | 089 | 021 | 0,11 | 0,11 | 0,19 [ 0,26| 0,26 | 0,14 | 0,07 | 0,07 | 0,00 | 0,00 | 0,00
SH2B1 rs7359397 T 061] 054 | 050 | 0,39 | 046 | 050 | 0,10 |0,10| 0,10 [0,21 | 0,17 | 0,14 [ 0,02 | 0,07 ]0,10
FTO rs12149832 A 0,14 019 | 0,21 | 086 | 081 | 0,79 | 0,00 |0,00]| 0,02 |0,10]| 0,12 | 0,10 | 0,24 | 0,20 | 0,22
MC4R rs17782313 C 0,14 | 0,07 | 0,11 | 086 | 093 | 0,89 | 0,00 |[0,00]| 0,02 |0,10]| 0,05 |0,02]0,24]0,29]0,29
GRB14 rs6717858 T 071] 060 | 062 | 029 | 040 | 0,38 | 0,17 | 0,09 0,11 | 0,14 | 0,17 | 0,23 0,03 ] 0,03 |0,03
GCKR rs780093 T 054| 043 | 029 | 046 | 057 | 0,71 | 0,07 |[005] 0,02 |021]| 0,19 |0,14]0,05|0,10| 0,17
LY86 rs1294421 G 055| 046 | 050 | 045 | 0,54 | 0,50 | 0,08 |0,05| 0,05 |0,15| 0,23 | 0,26 | 0,05 0,08 | 0,05
HOXC13 rs1443512 A 036] 023 | 015 | 064 | 0,77 | 0,85 | 0,08 |0,00]| 0,00 |0O,10]| 0,15 |0,10]0,18|0,18] 0,23
MC4R rs12970134 A 0,23] 018 | 0,11 | 0,77 | 0,82 | 0,89 | 0,00 |0,00] 0,02 [015] 0,12 |0,02]0,17 | 0,22 ] 0,29
PLIN1 rs2289487 T 071] 050 | 0,39 | 0,29 | 0,50 | 0,61 | 0,19 | 0,10 | 0,07 |010]| 0,14 |0,12]0,05]| 0,10 | 0,14
NCAM2 rs11088859 G 0,17 | 0,08 | 007 | 0,83 | 092 | 093 | 0,00 |0,00]| 0,00 |0,11] 0,05 |0,05]0,21]0,26]0,32
ADRB3 rs4994 A 021] 023 | 021|079 | 077 | 0,79 | 0,02 |0,00| 0,02 |0,10]| 0,15 | 0,10 0,22 ] 0,17 | 0,22
FAIM2 rs7138803 A 029] 023 | 011 | 0,71 | 0,77 | 0,89 | 0,03 |0,03] 0,00 |0,13] 0,10 |0,08|0,15]| 0,21 | 0,28
APOA1 rs670 G 025] 0,18 | 046 | 0,75 | 082 | 0,54 | 0,02 |0,02| 0,10 | 0,12 | 0,07 |0,12]0,19]0,24|0,12
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Anexo VII Frecuencia alélicay de genotipos de los SNPs que se evaluaron

Homocigoto no
ALELO Alelo de riesgo Alelo de no riesgo Homocigoto riesgo heterocigoto riesgo
GEN NCBI DE
RIESGO | NP SP |OB NP SP OB NP SP OB NP |SP OB NP [SP (OB

MAP3k1l |[rs11743303 A 0,25 |0,18]| 0,14 | 0,75 | 082 | 086 | 0,00 | 0,00 | O,00 |{0O17| 0,12 | 0,20 | 0,17 ] 0,21 ] 0,24
C2orfl6 |rs1919128 T 0,31 [{050] 062 | 069 | 050 | 0,38 | 005 | 0,08 | 0,11 |0,11)| 0,16 | 0,21 | 0,18 ] 0,08 | 0,03
NFE2L3 |rs1055144 G 011 |0,18| 0,29 | 089 | 082 | 0,71 | 0,02 | 0,00 | 0,00 |0,02]| 0,12 | 0,49 [ 0,29 ] 0,21 | 0,14
DNM3 rs1011731 G 039 |[0,21] 046 | 061 | 0,79 | 054 | 005 | 0,02 | 0,02 |0,17| 0,10 | 0,26 |0,12]0,21|0,05
RSPO3 rs9491696 T 058 |068| 036 | 042 | 032 | 064 | 0,22 | 0,45 | 0,05 |0,12] 0,17 | 0,15 | 0,07 0,02 | 0,15
IRS1 rs2943650 T 083 |{077] 081 | 017 | 023 | 0,19 | 0,21 | 0,18 | 0,21 (0,11 | 0,16 | 0,23 | 0,00 ] 0,00 | 0,00
GNPDA2 |rs10938397 G 067 |062| 068 | 033 | 0,38 | 0,32 | 0,45 | 0,10 | 0,15 |0,10| 0,21 | 0,18 | 0,05]| 0,03 | 0,03
TNEM18 |rs2867125 C 093 |086| 096 | 007 | 0,14 | 0,04 | 029 | 0,24 | 0,31 |0,05| 0,10 | 0,02 | 0,00 0,00 | 0,00
FTO rs9939609 A 0,23 |0,21] 025 | 0,77 | 0,79 | 0,75 | 0,00 | 0,02 | 0,02 |0,15| 0,10 | 0,12 | 0,17 ] 0,22 ] 0,20
GRB14 rs10195252 T 0,27 |036| 039 | 0,73 | 0,64 | 061 | 003 | 0,03 | 003 |0,10| 0,21 | 0,23 |0,15] 0,13 | 0,10
MC4R rs6567160 C 0,11 {0,07] 0,04 | 089 | 093 | 096 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |[0,07| 005 | 0,02 |0,26]0,29]0,31
LRP1B rs2890652 C 0,21 |007| 0,14 | 0,79 | 093 | 086 | 0,02 | 0,00 | 0,02 |0,10| 0,05 | 0,05 |0,21]0,29 0,26
TNEM18 |rs2867125 C 093 |[086] 096 | 0,07 | 0,14 | 0,04 | 029 | 0,24 | 0,31 {005 0,10 | 0,02 |0,00] 0,00 0,00
LIPC rs10468017 T 0,8 |0,21| 0,21 | 082 | 0,79 | 0,79 | 0,00 | 0,05 | 0,00 {012 0,05 | 0,14 |0,21]0,24]0,19
GPRC5B | rs12444979 C 086 /089|089 | 0,14 | 0,11 | 0,11 | 0,24 | 0,26 | 0,26 |0,10| 0,07 | 0,07 | 0,00 0,00 0,00
SEC16B |rs543874 G 0,23 |{0,23] 0,36 | 0,77 | 0,77 | 064 | 0,03 | 0,03 | 0,05 [0,10| 0,10 | 0,15 | 0,20] 0,20 0,15
LINGO2 |[rs10968576 G 004 /018 0,18 | 096 | 082 | 082 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,03] 0,11 | 0,24 [ 0,30]| 0,19 | 0,24
ETV5 rs9816226 T 093 {[093] 089 | 0,07 | 007 | 0,11 | 031 | 0,29 | 0,26 [ 0,00 0,05 | 0,07 |0,02]0,00]0,00
TBX15 rs984222 G 050 /043| 0,75 ] 050 | 0,57 | 0,25 | 0,05 | 0,05 | 0,17 |0,24| 0,19 | 0,47 | 0,05] 0,10 | 0,00
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Homocigoto no
ALELO Alelo de riesgo Alelo no riesgo Homocigoto riesgo heterocigoto riesgo
GEN NCBI DE
RIESGO |NP SP OB NP |SP |OB |NP SP | OB NP |SP OB NP |SP OB
FTO rs8050136 A 0,21 | 0,21 10,25/0,79(0,79]10,75| 0,00 |0,02]| 0,02 0,14 0,10 | 0,12 | 0,19 | 0,21 | 0,19
CETP rs173539 C 082 | 063 [086/|0,18(0,38|0,14| 0,23 [0,10| 0,25 0,13] 0,18 | 0,10 [ 0,00 ] 0,03 | 0,00
TNNI3K rs1514175 A 054 | 0,57 |0,38|046 043|062 0,10 |0,07]| 0,02 0,17 ] 0,24 | 0,20 | 0,07 | 0,02 | 0,10
SPRY2 rs534870 A 054 [ 071 |0,75|/0460,29]0,25| 0,08 |0,15| 0,18 [021) 0,13 | 0,18 | 0,05| 0,03 | 0,00
TFAP2B rs987237 G 068 | 068 [075/032]032|025]| 0,12 |0,17| 0,17 |0,21| 0,12 | 0,17 [ 0,00 ] 0,05 | 0,00
MC4R rs571312 A 0,08 | 0,07 |0,07/092]093]093| 0,00 |0,00] 0,00 0,05] 0,05 | 0,05 |0,27| 0,29 | 0,29
SEC16B rs571312 T 0,18 | 0,25 [036/0,82|0,75|0,64| 002 [0,02] 0,05 0,07] 012 | 0,14 [0,24| 0,19 | 0,14
CLOCK rs1801260 G 0,00 | 0,00 |0,00|1,00|100]1,00| 0,00 |0,00] 0,00 0,00 0,00 | 0,00 |0,35| 0,30 | 0,35
ZNRF3 rs4823006 A 092 | 068 [086/|008|032|0,14| 0,27 |0,12| 024 |0,05]| 0,22 | 0,10 [ 0,00 ] 0,00 | 0,00
FTO rs1558902 A 0,14 | 0,18 ] 0,21/0,86|082|0,79| 0,00 |{0,00| 0,02 0,10| 0,12 | 0,10 | 0,24 | 0,21 | 0,21
QPCTL rs2287019 C 089 | 093 |093|0,11 0,07 ]0,07| 0,26 [0,29| 0,29 0,07 ] 0,05 | 0,05 |0,00| 0,00 | 0,00
BDNF rs10767664 A 080 | 086 [092|0,20(0,14|0,08] 0,21 [0,26| 0,35 0,06 | 0,03 | 0,00 |0,03| 0,03 | 0,03
MTIF3 rs4771122 G 031 (039 |015|069]061]085| 0,03 |0,03| 0,00 0,0 0,17 | 0,13 | 0,13 | 0,10 | 0,30
MAP2KS5  |rs2241423 G 054 | 0,36 | 046|046 0,64 |054| 0,10 [0,02] 0,10 0,17] 0,19 | 0,12 10,07 | 0,12 | 0,12
PRKD1 rs11847697 T 0,11 | 0,07 |0,00/089]093|1,00| 0,00 |0,00] 0,00 0,07 ] 0,05 | 0,00 |0,26| 0,29 | 0,33
ADAMTS9 |rs6795735 C 046 | 046 |0,21 054054079 | 0,07 |0,05| 0,00 0,17 0,21 | 0,14 | 0,10 | 0,07 | 0,19
VEGFA rs6905288 A 054 | 0,39 |054|046|061|046| 0,07 |005| 0,12 0,20| 0,17 | 0,12 [0,05] 0,12 | 0,10
FTO rs1121980 A 0,21 | 0,21 1 0,25|0,79(0,79]10,75| 0,00 |0,02]| 0,02 0,14 0,10 | 0,12 | 0,19 | 0,21 | 0,19
ITPR2 rs718314 G 0,71 | 064 [043|0,29(0,36|0,57| 0,17 [0,12] 0,10 0,14] 0,19 | 0,10 [ 0,02 ] 0,02 | 0,14
LYPLAL1 |rs4846567 G 0,79 | 0,57 |086|0,21 043|014 0,21 |0,12| 0,24 [0,10) 0,14 | 0,10 |0,02| 0,07 | 0,00
FTO rs17817449 G 021 | 0,21 ]10,25/0,79]0,79|0,75| 0,00 {0,02| 0,02 0,14] 0,10 | 0,12 [0,49] 0,21 | 0,19
COBLL1 rs13389219 C 0,77 | 065 1061|0,23]035|0,39] 0,20 [0,13] 0,10 0,10 0,18 | 0,23 10,03 ] 0,03 | 0,03
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Anexo VIII Ejemplo célculo equilibrio Hardy Weinberg

DISTRIBUCION ALELICA OBSERVADAS VALOR TABULAR CHI2 3.84
ALELO |omocigoto riesg heterocigoto [mocigoto no rieq homo hetero |no riesgo Esperadas

GEN RS DE NP |SP |OB |NP (SP |OB |NP |SP |OB |SUMA| riesgo p q pZ 2pq q2 poblaciothomo riesgo| hetero  |no riesgo| CHIZ
ZNF253 52075230 C 0 0 0 5 4 3 g 10 | &4 1] 13 23 055 | 0845 | 0024 | 0,262 | 074 42 1 il 30 1
MNEGHT 152315752 4 7 7 7 5 G 5 0 1 2l &2 21 17 3 0,720 | 0,280 | 0515 | 0404 | 0073 4 21 17 3 0,030
HS017E4 1510475424 4 7 7 7 5] G & 1 1 1 &4 21 15 3 0,714 | 0,286 | 0510 | 0405 | 0,082 42 21 17 3 0,105
APOAS 152266755 4 g 1 1 5] 33 0 0 0] &4 30 12 0 0,857 0,143 0,735 | 0,245 [ 0,020 42 5 10 1 1
SHZE1 157359397 T 4 4 4 9 7 B 1 3 4| 84 12 22 2 0548 | 0452 | 0300 | 0495 | 0,205 42 13 21 El 0,137
FTO 1512149832 & 0 0 1 4 5 4 10 2 9] &2 1 13 27 0,183 0,517 0,033 | 0,235 | 0,668 41 1 12 27 0,151
MC4R 517 TEESS C 0 0 1 4 2 1 0 12 12 &4 1 7 34 007 | 0,833 0,071 0.1 0,737 42 0 [ 33 0,635
GRE14 rs6717858 T 5 3 4 2 6 & 1 1 1 70 13 13 3 0643 | 0357 | 0413 | 0453 | 0125 35 14 16 4 1162
GCKR 570033 T 3 2 1 3 g B 2 4 7 ad -] 23 13 0497 | 0583 | 0174 | 0486 | 0,340 42 7 20 14 0672
Lv'E6 151234421 [E] 3 2 2 5] 3 10 2 3 2l T8 T 25 7 0,500 | 0500 | 0250 | 0,500 | 0250 33 10 20 10 3,105
HOXC13 151443512 &4 3 0 0 4 6 4 7 7 3| &0 3 14 23 0,250 | 0,750 | 00683 | 0,375 | 0563 40 3 15 23 0175
MCAR 1512370134 & 0 0 1 [z} 5 1 7 9 12 &z 1 12 28 0,17 0,829 | 0023 | 0,283 | 0,688 41 1 12 28 0,046
PLIM1 52283457 T g 4 3 4 6 5 2 4 Bl &4 = 1= 12 0536 | 0464 | 0287 | 0437 | 0286 42 12 21 3 334
MNCAM2 rs 11088853 [E] 1] 1] 1] 4 2l 2 g 10 12 76 1] g 30 005 | 0,835 0,071 0155 | 0,501 ] 1] T 30 0,526
A0RE3 r=4 334 &4 1 1] 1 4 G 4 3 7 a9 &2 2 14 25 0,220 | 0,780 | 0045 | 0,343 | 0603 4 2 14 25 0,000
FalM2 157135803 &4 1 1 0 5 4] 3 E g | 78 2 12 25 0,205 | 0,735 | 0042 | 0,326 | 0632 33 2 13 25 0,124

| AROAT 15670 G 1 1 4 5 3 5 g 10 5 &4 i 13 23 0,238 | 0702 | 0083 | 0415 | 0433 42 4 15 21 2,632
MAP3ET 1511743303 & 0 0 0 7 5 4 7 9 0[ &84 1] 16 2E 0,130 0,510 0,036 | 0,308 | 0,655 42 2 13 28 2,325
C2arf16 151313128 T 2 3 4 4 6 8 7 3 1 76 3 18 1 0474 | 0526 | 0,224 | 0433 | 0277 38 3 13 n 0,033
MNFEZL3 51055144 G 1 0 0 1 5 8 12 3 6| &4 1 14 27 0,130 0,510 0036 | 0305 | 0,655 42 2 13 28 0,273
ONM3 s 1011731 [} 2 1 1 7 40 1 B 3 2] &d 4 22 15 0,357 | 0643 | 0425 | 0453 | 0413 42 2 13 17 0,532
RSPO3 153431636 T 5 5] 2 5 7 B 3 1 E| &2 13 15 10 0537 | 0465 | 02585 | 04397 | 0215 41 12 20 3 0.563
IRS1 52343650 T g 7 g 4 G S 0 0 o 76 23 15 0 0,803 0,197 0644 | 0317 | 0,033 38 24 12 1 2,298
GMHPDAZ 1510338397 G [z} 4 [z} 4 g 7 2 1 1 78 1E 13 4 0654 | 0346 | 0428 | 0453 | 0,120 39 17 15 5 0,227
THEM1S 152867125 C 2] 10 13 2 4 1 0 0 0 &4 35 7 0 0917 | 0,083 | 0840 | 0753 | 0,007 42 3= -] 0 0,347
FTO 153333603 a4 0 1 1 5 4 5 7 3 g &2 2 15 24 0,232 | 0765 | 0094 | 0356 | 0530 4 2 1] 24 0.03
GRE14 510195252 T 1 1 1 4 g 3 5] 2 4] T8 3 21 15 0,346 | 0654 | 0420 | 0453 | 0425 33 2 13 17 1,401
MC4R 156567160 C 0 0 0 3 2 1 T 12 13[ &4 1] G 36 0071 | 035323 | 0005 | 0135 | 0.562 42 1] 5] 36 0.243
LRF1E 152890652 C 1 0 1 4 2 2 | 12 | &4 2 g 32 0143 | 0857 | 0020 | 0,245 | 0,735 42 1 10 1 2,074
THEM1S 152867125 C 1210 13 2 4 1 0 1] (0] - 35 7 1] 0917 | 0033 | 0840 [ 0153 | 0007 42 35 E i} 0.347
GPRECSE r=12444979 C jlu ail 1 4 3 3 u] 1] o] &4 32 10 u] 0,881 0113 0,776 0,210 0.014 42 33 3 1

SECI6E rs543574 = 1 1 2 L) L 5] g =] 5| &0 4 14 22 0,275 0,725 0,076 0,333 0,526 40 <] 16 21

LINGOz r= 103965579 = 1] u] u] 1 4 5 1 T 3] T4 u 10 27 0,135 0,865 0015 0,234 0,745 37 1 3 =8

ETWS 3516226 T 13 12 11 1] 2 3 1 1] o] 84 36 5 1 0,917 0083 0,540 0,153 0,007 42 35 E 1]

TEX1S =354 222 = = =z T o g T 2 4 0 &4 ail =2 =] 0,560 0,440 0313 0,433 0,134 4z 13 21 =]

FTO r=50S0136 ) 1] 1 1 E d S g =] g 84 Z 1= 25 0226 0.77d 0.051 0,350 0,533 42 2 1% 25

CETF rs173533 C 3 4 0 S T 4 0 1 o) &0 23 16 1 0775 0,225 0,601 0,343 0,051 40 24 14 2

THMISE r=1914175 ) 4 3 1 T 10 5] 3 1 4| G2 G =5 =] 0,500 0.500 0,250 0,500 0,250 41 jlu} =1 o

SPRY2 534570 L) 3 5 7 =] 5 T 2 1 o] =] 16 20 3 0EE7 0,333 0,444 0,444 0,111 39 17 17 4

TFAPZE rsIFTEIT = S 7 T 3 5 7 0 2 o) &4 13 21 2 0,70z 0,235 0,433 0,415 0,053 42 21 15 L)

MC4R 1571312 ) 1] u] u] =z 2 = 1 1z 12| &2 u 5] 35 0073 0327 0,005 0,136 0,553 41 u |5 35

SECIGE 571312 T 1 1 2 3 5 5 10 =] 5| &84 4 14 24 0262 0.735 0,063 0,387 0,545 42 3 16 23

cMNEFS rsd52 353006 ) 1 5 10 = 3 4 u] 1] o] &gz =6 15 u] 0,817 01535 0,665 0,233 0,033 41 =T 12 1

FTO rs1555302 ) 1] u] 1 4 5 4 10 =] 9] 84 1 13 28 0173 0,521 0,032 0,293 0,675 42 1 12 28

QIPCTL rs2257013 [ | 12 12 3 2 2 u) 1] ol &84 35 T a 0,917 0,053 0,540 0,153 0,007 42 35 =) 1]




