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RESUMEN

Introduccion: El Factor de crecimiento de fibroblastos-21 (FGF21) y la adiponectina son
dos importantes hormonas secretadas por el higado y el tejido adiposo respectivamente.
Estudios en animales de experimentacion han propuesto que los efectos beneficiosos de
FGF21 sobre la sensibilidad a la insulina estan mediados por la adiponectina a través del eje
FGF21-adiponectina. Mediante este eje, FGF21 promueve la sintesis y secrecion de
adiponectina. Variantes genéticas de FGF21 han sido asociadas previamente con variables
cardiometabdlicas y patrones de ingesta. Objetivo: Evaluar la asociacion entre variantes
alélicas de la familia de genes relacionados con la accion de FGF21 y los niveles plasmaticos
de adiponectina en la edad prepuberal. Sujetos y Método: Estudio transversal de n=750 nifios
(Edad: 6.8 £ 0.44 afos; 50,7% nifias), basado en la cohorte chilena de base poblacional
“Estudio de Crecimiento y Obesidad” (ECO). A partir del microarreglo de genotipado masivo
MEGA-Illumina, se determinaron los genotipos de 12 variantes de FGF21, 16 variantes del
receptor FGFR1, 52 variantes de FGFR2, 3 variantes de FGFR3 y 17 variantes del co-
receptor B-klotho (KLB). Las mediciones de adiponectina plasmatica se realizaron mediante
inmunoensayos. Las asociaciones entre variables se evaluaron mediante regresion lineal
multiple ajustando por edad, sexo, z-score de IMC y componentes principales indicadores de
etnia. Resultados: Solamente una variante de KLB (rs80014142) y dos variantes de FGFR2
(rs3135808 y rs10510096) mostraron asociaciones nominalmente significativas con los
niveles plasmaticos de adiponectina en nifios de edad prepuberal (valores p de 0.006, 0.01 y
0.03 respectivamente). Ninguna de las tres variantes genéticas encontradas alcanz6
significacion tras correccion por comparaciones mdltiples. Unicamente la variante
rs80014142 se asocié significativamente con la razdn leptina/adiponectina plasmatica
(p=0.003), que es considerado como un subrogado de resistencia a la insulina. Ninguna de
estas variantes se asocid significativamente con el indice HOMA-IR. Conclusion: Es
improbable que las variantes alélicas de la familia de genes relacionados con la accion de
FGF21 tengan un impacto relevante en los niveles de adiponectina plasmatica en edad

prepuberal.



INTRODUCCION

El factor de crecimiento de fibroblastos-21 (FGF21), es un polipéptido de 181
aminoacidos perteneciente a la familia de FGFs que se expresa intestino, tejido adiposo,
pancreas e higado, siendo este ultimo el principal productor de FGF21 y el mayor
contribuyente a los niveles circulantes de esta hormona (1,2). FGF21 se ha identificado como
un regulador hormonal maestro del metabolismo de la glucosa, metabolismo lipidico y el
balance energético global, actuando de forma endocrina, autocrina o paracrina en diferentes
tejidos (3). La accion de FGF21 se ejerce a través de cuatro tipos de receptores de FGF
denominados FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4. La activacion de estos receptores por
FGF21 esta condicionada a la co-expresion de f-Klotho (KLB), una proteina transmembrana
descubierta por su similitud a Klotho (proteina que media la unién del receptor de FGF23)
(4-9). Estudios con ratones transgénicos que sobre-expresan FGF21 han demostrado una
proteccién contra la obesidad inducida por la dieta (10). Por el contrario, los ratones en los
que FGF21 esta suprimido muestran un aumento de peso y una tolerancia a la glucosa
disminuida cuando se someten a una dieta alta en grasas (11). FGF21 fue descrita
inicialmente como una hormona relacionada con la adaptacién al ayuno, dado que sus niveles
se incrementan a las pocas horas de la eliminacion de la ingesta en ratones, presumiblemente
orquestando una respuesta metabodlica caracterizada por mayor gluconeogénesis hepatica,
una mayor estimulacion de la sintesis de cuerpos cetonicos y una resistencia a la accién de la
hormona de crecimiento. Sin embargo, en humanos se ha descrito que la elevacién de los
niveles circulantes de FGF21 no ocurre sino hasta al menos de 7 dias de ayuno, sin que exista
una aparente implicacion de FGF21 en la estimulacion de la produccién de cuerpos cetonicos
en el higado (12). Por otra parte, se ha observado que la administracion exdgena de FGF21
en modelos de ratones obesos inducidos por dieta conduce a una mejora drastica y rapida de
las anomalias metabdlicas, incluyendo un incremento de la sensibilidad a la insulina,
captacion de glucosa independiente de insulina (parcialmente via GLUT1), la correccién de
los niveles altos de colesterol plasmatico y la disminucion del peso corporal (11-13). En
humanos, la administracion de un analogo de FGF21 (LY2405319) en pacientes adultos
obesos con diabetes mellitus 2, generé una mejoria en el perfil lipidico (disminucion de c-
LDL y Triglicéridos plasmaticos), pérdida de peso y reduccion significativa de los niveles de

insulina en ayuno, replicando los efectos en animales. EI mecanismo por el cual FGF21



mejoraria la glicemia estaria impulsado por la sensibilizacion a la insulina en higado,
masculo y tejido adiposo (12, 14).

Se ha propuesto que la accion de FGF21 en el tejido adiposo es determinante en los
efectos de esta hormona sobre la homeostasis de la glucosa (14, 15). Uno de los mecanismos
descritos para explicar los efectos sensibilizadores a la insulina de FGF21 implican la
participacion de la adiponectina en el llamado “eje FGF21-adiponectina” (16). Lin et al. (17)
mostraron que la accion de FGF21 insulino-sensibilizadora en el tejido adiposo esta atenuada
en los ratones KO para adiponectina, lo que sugiere que esta adipoquina podria actuar como
un mediador obligatorio de los beneficios vasculares y metabolicos provocados por FGF21.
De forma relevante, se ha descrito que la transcripcion y secrecién de adiponectina estan
fuertemente inducidas por FGF21 mediante un mecanismo parcialmente dependiente de la
actividad de receptor nuclear PPAR-6 (16-19). Consecuentemente, los ratones deficientes en
FGF21 mostraron una adiponectina sérica significativamente mas baja comparada con los
ratones wild-type, tanto en condiciones de normopeso como en ratones con obesidad inducida
por la dieta (16-19).

Estudios gendmicos conducidos en cohortes epidemioldgicas han mostrado que
variantes genéticas de FGF21 se han asociado de forma significativa con factores de riesgo
cardiometabdlicos y patrones de ingesta relacionados con el desarrollo de obesidad y
resistencia a la insulina (20, 21). Dadas las relaciones existentes entre FGF21 (producida
principalmente en el higado) y la adiponectina (producida exclusivamente en el tejido
adiposo) a través del eje FGF21-adiponectina que opera en adipocitos, nuestro objetivo fue
evaluar la asociacion entre variantes alélicas de la familia de genes relacionados con la accion
de FGF21 y los niveles plasmaticos de adiponectina en una cohorte chilena de nifios en edad

prepuberal (ECO, Estudio de Crecimiento y Obesidad).

SUJETOS Y METODOS

Disefio y Sujetos

Este es un estudio de corte transversal basado en los datos de la cohorte pediatrica chilena
de crecimiento y obesidad (ECO), con seguimiento desde el afio 2006 desde el INTA (U. de
Chile). Se constituyo con nifios de edad entre 2,6 a 4 afios, con peso al nacer de mas de 2.500



gramos, asistentes a jardines infantiles del Programa Nacional Preescolar de Chile (JUNJI y
JUNAEB) y provenientes del area sureste de 6 comunas de Santiago de Chile. Los criterios
de inclusion y exclusion y la descripcion de la cohorte pueden examinarse detalladamente en
otras publicaciones (22).

Inicialmente se incluyeron 902 participantes de la cohorte ECO, a los cuales se les
realiz6 un genotipado masivo y posterior analisis de calidad de datos junto a los criterios de
exclusion, conservando 884 participantes. Luego, de estos participantes, se seleccionaron
aquellos en etapa Tanner 1 de maduracion sexual (Tanner, 1962) con posterior analisis de
asociaciones genotipicas, obteniendo un tamafio muestral final de 750 participantes (Ver
Figura 1). El presente estudio est4d asociado al Proyecto FONDECYT 1150416, con
aprobacion del Comité de Etica de la Escuela de Medicina de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

Genotipado Masivo de la cohorte ECO con el microarreglo MEGA-IIlumina

Se realizd genotipado de mas de 1.7 millones de variantes genéticas en 902
participantes de la cohorte ECO, utilizando el microarreglo de ADN llamado Multi-Ethnic
Global BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA) (MEGA-Illumina array). Para el andlisis
de calidad de datos gendmicos, se utilizo el programa GenomeStudio v2.0.3 (lllumina) y
PLINK v1.9. Los criterios de exclusién por control de calidad del genotipado, tanto de
participantes o variantes genéticas, se basaron en una “call-rate” genotipico < 0,99, presencia
de sexo discordante entre sexo registrado y resultados del microarreglo, relacion de
parentesco muy cercana (IBD>0.5), tasa excesiva de heterocigosidad, valores extremos de
de etnia discordante, desviacion extrema del Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y
frecuencia del alelo menor (MAF) bajo el 1%. Tras el anélisis de calidad se conservaron 750
participantes. Con el total de variantes genéticas del microarreglo de derivaron componentes

principales (PC) indicadores del componente étnico mediante el programa EIGENSTRAT.

Seleccion de variantes genéticas de la familia de genes de FGF21

Se seleccionaron las variantes genéticas en los genes de la ruta de accién de FGF21
(12 variantes de FGF21, 16 variantes de FGFR1, 52 variantes de FGFR2, 3 variantes de
FGFR3y 17 variantes de KLB). Estas variantes son Single Nucleotide Variants (SNVs) que



comprenden exones, intrones y regiones transcritas no traducidas (UTR, acrénimo de
Untranslated Regions) del gen, asi como todos los SNVs presentes en regiones situadas en la
vecindad de FGF21 (+ 10.000 pb rio arriba y rio-abajo del gen). La tabla 1 muestra las
variantes del gen seleccionadas utilizando las coordenadas del ensamble del genoma humano
version GRCh37.

Se evaluo el desequilibrio de ligamiento (LD) y bloques haplotipicos para cada gen
seleccionado mediante el uso del programa HAPLOVIEW. En todos los genes evaluados, se
constatd un nimero variable de variantes genéticas que conforman bloques haplotipicos con
importante asociacion alélica (denominada en términos genéticos como ‘“desequilibrio de
ligamiento™). Como ejemplo, las 52 variantes genéticas de FGFR2 se agruparon en 8 bloques
haplotipicos, mientras que las 12 variantes del gen FGF21 se agruparon en 2 bloques.
(Figuras 4y 5).

Determinaciones bioquimicas

Las muestras de sangre venosa fueron recogidas tras 8-12 horas de ayuno en los nifios
de la cohorte ECO. La determinacion de adiponectina sérica se realizd mediante el método
ELISA (BioVendor Laboratory Medicine, INC., Asheville, NC, EE. UU.). La determinacion
de leptina sérica se realiz6 mediante un radioinmunoensayo (kit Millipore). Los niveles
séricos de glucosa se midieron utilizando técnicas colorimétricas enziméaticas (HUMAN;
Gesellschaft fir Biochemical und Diagnostica, Wiesbaden, Alemania). La insulina sérica se
determind mediante el kit de radioinmunoensayo (Linco Research Inc., St Charles, MO). La
evaluacion del modelo homeostéatico de resistencia a la insulina (HOMA-IR) se estimé como
glucosa en ayunas (mmol / 1) x insulina en ayunas (mU / ml) /22.5. Se calculé la raz6n de

leptina y adiponectina plasmatica como un indice subrogado de resistencia a la insulina.

Mediciones Antropométricas

En la cohorte ECO, el peso se midié mediante una balanza electrénica portatil (Seca
770, SECA, Hamburgo, Alemania), con una capacidad de 200 kg y una precision de 10 g.
La altura se midié con un estadiometro portatil (Harpenden 603; Holtain Ltd, Crosswell,
Reino Unido) con una escala de 1 a 200 cm y una precision de 0,5 cm. EIl IMC se estimé

como el peso en kilogramos dividido por la altura en metros cuadrados. Las puntuaciones z



estandar de peso para la edad (WAZ), altura para la edad (HAZ) e IMC para la edad (BAZ)
se estimaron comparando estos valores con la referencia de la OMS 2006 y 2007. Se definio
sobrepeso: (1 < BAZ < 2), obesidad (BAZ > 2SD) y obesidad central segtn la poblacion
hispana de NHANES 2004.

Anélisis estadistico

Las estadisticas de resumen de variables bioquimicas y antropométricas se expresaron
como promedio + desviacion estandar. Se calcularon las frecuencias alélicas y se evalud el
desequilibrio de ligamiento (LD), Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y bloques
haplotipicos para cada variante analizada, con el programa HAPLOVIEW.

Las asociaciones entre las variantes genéticas de la familia de genes de FGF21 y los
niveles séricos de adiponectina se llevaron a cabo a través regresion lineal maultiple,
utilizando un modelo genético aditivo ajustado por sexo, edad, BMI-z y 3 Componentes
Principales gendmicos asociados a etnias. Cuando las asociaciones eran significativas, se
procedié a evaluar asociaciones con subrrogados de sensibilidad a la insulina (HOMA-IR y
razon leptina/adiponectina). Las variables dependientes utilizadas fueron LOG10 de Leptina,
Adiponectina, razén Leptina/Adiponectina (LAR) y HOMA-IR.

Los anélisis estadisticos se realizaron con el software STATA 14.0. Se considerd un
p<0.05 como nominalmente significativo y se realiz6 correccién por comparaciones

multiples mediante el método de Bonferroni.

Célculo de poder estadistico

Para nuestro estudio, hemos calculado que un tamafio muestral de n=750 provee de
un poder estadistico mayor a 80%, con una alfa=0,05 para detectar diferencias significativas
en niveles plasmaticos de adiponectina (1 Desviacién estandar) entre portadores versus no-

portadores de variantes genéticas con una frecuencia alélica = 0,35.

RESULTADOS

La Tabla 2 indica las caracteristicas de la muestra segin sexo en las variables
bioquimicas y antropométricas analizadas en el estudio. Entre todas las variantes genéticas
estudiadas, solamente una variante de KLB (rs80014142) y dos variantes de FGFR2



(rs3135808 y rs10510096) mostraron asociaciones nominalmente significativas con los
niveles plasméticos de adiponectina en nifios de edad prepuberal (valores p de 0.006, 0.01 y
0.03 respectivamente) (Ver Figura 2.A, 3 y 4). Ninguna de las tres variantes genéticas
encontradas alcanzo significacion tras correccion por comparaciones mdaltiples. La variante
rs80014142 de KLB fue el unico polimorfismo significativamente asociado adicionalmente
a larazon leptina/adiponectina plasmatica (p=0.003), que es considerado como un subrogado
de resistencia a la insulina (Ver Figura 2.B). Adicionalmente, ninguna de las tres variantes

mencionadas se asocio significativamente con el indice HOMA-IR.

DISCUSION

Entre todas las variantes de la familia de genes relacionadas a la ruta de accion de
FGF21 analizadas en participantes de la cohorte ECO, solo 3 de ellas se asociaron de manera
nominalmente significativa a adiponectina plasmatica, siendo 2 de éstas pertenecientes al gen
del receptor FGFR2 y una variante del gen KLB. En nuestra investigacion, la variante
genética de KLB “rs80014142” se asocid de manera nominalmente significativa a
adiponectina. Este resultado es sugerente de que el alelo alternativo implica un probable
mayor riesgo de adiponectina disminuida, por ende, se podria traducir posiblemente en un
mayor riesgo de presentar una resistencia a la insulina (Figura 2). Sin embargo, al realizar la
correccion por comparaciones multiples, no se alcanz6 la significacién estadistica necesaria
para establecer una asociacion verdadera. Esta variante de KLB fue el unico polimorfismo
significativamente asociado a la razon leptina/adiponectina plasmatica, que es considerado
como un subrogado de resistencia a la insulina, afectando Unicamente a los niveles de
adiponectina plasmaética. Esta asociacién para el alelo menor de la variante, significaria que
la presencia de éste posiblemente serviria como un marcador genético para detectar un
probable factor de riesgo que pudiera establecer una mayor resistencia a insulina, por ende
una menor sensibilidad de la misma, y posiblemente FGF21 como ligando estaria impedido
de su unién al co-receptor beta-Klotho o de su transduccion de sefial intracelular, no
ejerciendo su accion como regulador hormonal e insulinosensibilizador. En nuestro estudio
también se realizd una regresion lineal con modelo genotipico para dos variantes de FGFR2,
con logaritmo de adiponectina como variable dependiente, ajustado por edad, sexo, Z-Score

de IMC y 3 Componentes Principales. Las variantes genéticas “rs3135808” y “rs10510096”



de FGFR2 mostraron una asociacion nominalmente significativa a adiponectina, pero con
baja magnitud de asociacion. Observamos que el portador del alelo menor en la variante
genética “rs3135808” muestra un mayor nivel de adiponectina plasmatica y el portador del
alelo mayor en la variante genética “rs10510096” también muestra un mayor nivel de
adiponectina plasmatica, siendo este resultado sugerente de que estas variantes podrian ser
marcadores para la variante causal asociada a los niveles plasméticos de adiponectina, sin
embargo al corregir por comparaciones mdaltiples tampoco se alcanzd significacion
estadistica.

La adiponectina es una hormona producida por el tejido adiposo que circula en el
plasma en concentraciones aproximadamente tres veces mas altas que la mayoria de las otras
hormonas, lo que representa hasta el 0,01% del total de proteinas plasmaéticas (23). En
contraste con la mayoria de las otras adipoquinas (por ejemplo, la leptina), la adiponectina
ejerce sus efectos beneficiosos a través de poderosas acciones de sensibilizacion a la insulina,
asi como a través de los efectos antiinflamatorios y anti-aterogénicos, que ejerce a traves de
sus receptores AdipoR1 y AdipoR2 expresados principalmente en el higado y el masculo. La
adiponectina también aumenta la oxidacion de los &cidos grasos en el muasculo esquelético,
promueve la utilizacion de la glucosa y reduce la produccion de glucosa hepatica. Se ha
propuesto que los efectos sensibilizadores de FGF21 podrian estar mediados por sus efectos
sobre la sintesis y secrecién de adiponectina en el tejido adiposo, implicando que las variantes
genéticas de los genes de la familia de FGF21 podrian estar implicadas en los niveles de
adiponectina circulante. Sin embargo, no hemos encontrado en nuestro estudio dicha
relacion. En este sentido, vale la pena mencionar que un estudio de ayuno prolongado en
humanos encontré que niveles de adiponectina reducidos durante un ayuno prolongado dias,
no se modificaron de forma notoria al incrementarse los niveles de FGF21 tras 7-10 dias de
ayuno, lo que fue interpretado por los autores como una ausencia del efecto del eje- FGF21-
adiponectina al menos en el contexto fisiologico del ayuno prolongado.

El genotipado masivo realizado a los participantes de la cohorte ECO, utilizando el
microarreglo de ADN, con un analisis de méas de 1.700.000 variantes genéticas de interés y
posterior evaluacion de calidad de datos con el programa GenomeStudio, permitié obtener
variantes genéticas con una frecuencia alélica y un grado de desequilibrio de ligamiento en

la familia de genes de FGF21 que cumplian con los criterios de inclusion para este estudio.



La epidemiologia genética ha progresado significativamente en los Gltimos afios y la
disponibilidad de plataformas de genotipado que pueden analizar cientos de miles de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), ha hecho posible realizar exploraciones de alta
resolucion en todo el genoma humano (GWAS) o en varios genes candidatos, identificando
asi las variantes genéticas asociadas con fenotipos de interés. La principal ventaja de estos
estudios es que no requieren suposiciones a priori sobre un posible papel de los alelos, genes
y vias en la regulaciéon del rasgo examinado. Sin embargo, debido a la escala de dicho
analisis, surge el problema de la correccion sustancial de multiples pruebas y, por lo tanto,
se necesitan cohortes y replicaciones representativas para reducir la probabilidad de falsos
positivos. Por lo tanto, los estudios de genotipado son una herramienta de eleccion para el
andlisis de asociacion de variantes genéticas con potencial influencia en el fenotipo de
interés. Para este tipo de investigacion, la exploracion sistematica de numerosas o de todas
las variantes alélicas comunes en genes que codifican moléculas dentro de la ruta
seleccionada es el método de eleccion. Dentro de nuestra investigacion evaluamos el
desequilibrio de ligamiento de las variantes genéticas de la familia de genes candidatos
relacionados a FGF21, obteniendo bloques haplotipicos para cada gen evaluado. Las
variantes estudiadas sefialan una posicion dentro de un blogue haplotipico y servirian como
marcador de la variante causal (no necesariamente de la estudiada) para un fenotipo
especifico, en esta caso sensibilidad a la insulina. Como ejemplo se exponen las variantes
genéticas medidas de FGFR2, consolidadas en 8 blogues haplotipicos y que muestran cierto
grado de asociacion alélica, lo cual significa que los genotipos pueden ser predichos por la
informacion de los SNPs circundantes y es Gtil para evaluar asociacion de rasgos biomédicos.

Estudios gendmicos conducidos en cohortes epidemioldgicas han mostrado que
variantes genéticas de FGF21 se han asociado de forma significativa con factores de riesgo
cardiometabdlicos y patrones de ingesta relacionados con el desarrollo de obesidad y
resistencia a la insulina (20, 21). En el afio 2010, se analizaron 63 SNPs en cinco genes de la
ruta de accion de FGF21 (FGF21, KLB, FGFR1, FGFR2, FGFR3) y cuatro fenotipos
metabolicos (colesterol LDL - LDL-C, HDL-colesterol - HDL-C, triglicéridos e indice de
masa corporal) en 629 individuos del Estudio de Hipertension de Silesia (SHS), con
replicacion en 2 cohortes distintas (21). De los 54 SNPs que cumplieron con los criterios de

control de calidad después de la genotipificacion en SHS, 4 variantes genéticas mostraron



asociacion sugestiva con LDL-C y 1 variante en KLB se asocié de manera significativa con
indice de masa corporal. El efecto alélico de las variantes estudiadas fue consistente con el
aumento de LDL-C en las cohortes evaluadas y estos datos muestran que las variaciones
genéticas comunes en FGFR2 pueden estar asociadas con los niveles de LDL-C en sujetos
de ascendencia blanca europea. No encontramos estudios de asociacion de SNPs de los genes
involucrados en la ruta de accion de FGF21 con subrrogados de insulina y con niveles
plasméticos de adiponectina en edad prepuberal, presentes en la literatura cientifica
publicada.

En conclusion, es improbable que las variantes alélicas de la familia de genes
relacionados con la accién de FGF21 tengan un impacto relevante en los niveles de
adiponectina plasmatica en edad prepuberal. Esto es debido a que ninguna de las variantes
genéticas encontradas alcanzé significacion estadistica tras correccién por comparaciones

maultiples.
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Gen C Alelos IDW/ariante Tipo MAF P-valueFHWE Gen C Alelos IDW/ariante Tipo MAF P-valuetHWE
FGFR3 4 G/C rs114803756 Upstream 0,02 1 FGFR2 10 c/T rs7072877 0,31 0,575
4 G/A rs3135877 Intron 0,08 0,534 10 T/C rs71484671 Intergénica 0,04 1
4 A/G rs4865477 3'UTR 0,01 1 10 c/T rs34143724 Intergénica 0,15 0,438
KLB 4 G/T rs13135439 Upstream 0,42 0,475 10 A/G rs1649204 Downstream 0,15 0,511
4 C/A rs900563 Intron 0,35 0,852 10 A/G rs1649200 Intron 0,10 0,531
4 G/A rs11940694 Intron 0,49 1 10 G/A rs3135808 Intron 0,01 1
4 T/C rs13147477 Intron 0,31 0,142 10 T/C rs2981461 Intron 0,29 1
4 T/G rs7674434 Intron 0,19 0,603 10 A/G rs2912795 Intron 0,30 0,956
4 T/C rs76850498 Intron 0,03 0,026 10 G/A rs3135782 Intron 0,09 0,728
4 T/A rs4975013 Intron 0,45 0,524 10 A/G 52912755 Intron 0,12 0,546
4 /T rs17431867 Intron 0,10 0,233 10 C/T rs61876366 Intron 0,03 1
4 T/C rs1979283 Intron 0,22 0,689 10 T/G rs7090018 Intron 0,41 0,946
4 C/T rs3102165 Intron 0,04 0,454 10 C/A rs3135763 Intron 0,17 0,534
4 G/A rs78866102 Intron 0,04 0,609 10 T/C rs2420942 Intron 0,01 1
4 A/G rs2687963 Intron 0,25 1 10 c/T rs3135758 Intron 0,04 0,716
4 A/G rs2249177 3'UTR 0,39 0,456 10 G/T rs2981451 Intron 0,44 0,326
4 C/T rs9995998 3'UTR 0,16 0,865 10 T/C rs2981448 Intron 0,01 1
4 G/A rs2249563 Downstream 0,22 0,689 10 C/T rs2071616 Intron 0,25 0,320
4 G/A rs80014142 Downstream 0,03 0,828 10 A/G rs370631659 Intron 0,10 0,316
4 A/C rs76719739 Intron 0,05 0,256 10 C/A rs12356416 Intron 0,47 0,775
FGFR1 8 A/G rs77712782 Intron 0,04 0,819 10 A/G rs140794723 Intron 0,01 1
8 G/A rs3925 Intron 0,24 0,625 10 c/T 574348513 Intron 0,09 0,643
8 C/G rs2304000 Intron 0,24 0,557 10 G/C rs11199993 Intron 0,07 1
8 A/C rs10101096 Intron 0,27 0,833 10 T/G rs2912770 Intron 0,24 0,305
8 G/A rs6983315 Intron 0,37 0,145 10 T/C rs17102176 Intron 0,09 0,562
8 c/T rs6474354 Intron 0,14 0,426 10 A/G rs755793 Missense 0,10 0,586
8 c/T rs78403306 Intron 0,07 0,931 10 A/C rs3135736 Intron 0,10 0,818
8 T/C rs17580578 Intron 0,06 0,950 10 c/T rs17542209 Intron 0,11 1
8 A/G rs17182141 Intron 0,03 0,828 10 G/A rs2912791 Intron 0,33 0,343
8 T/C rs7388222 Intron 0,31 0,465 10 G/C rs2981452 Intron 0,09 0,497
8 T/C rs13254512 Intron 0,23 0,697 10 G/A rs2981432 Intron 0,39 0,410
8 G/A rs6996321 Intron 0,35 0,165 10 G/C rs1863741 Intron 0,48 0,904
8 G/A rs17175631 Intron 0,07 0,311 10 G/C rs10510096 Intron 0,11 0,147
8 A/G rs7825208 Intron 0,11 0,109 10 T/C rs10510098 Intron 0,10 0,856
8 /T rs2604494 Intron 0,01 1 10 G/A rs4752567 Intron 0,04 0,561
8 T/C rs881301 Intron 0,24 0,878 10 T/A rs17614575 Intron 0,01 1
FGF21 19 C/A rs56151905 Downstream 0,15 0,866 10 c/T rs3750817 Intron 0,39 0,359
19 G/A rs838143 Downstream 0,15 0,866 10 G/A rs45631611 Intron 0,04 1
19 c/T rs12611028 Downstream 0,25 0,590 10 G/A rs2981579 Intron 0,44 0,025
19 A/G rs4021 Downstream 0,41 0,934 10 A/G rs17542768 Intron 0,24 0,260
19 C/T rs4015 Downstream 0,26 0,906 10 A/G rs1078806 Intron 0,43 0,015
19 G/C rs41308762 Downstream 0,01 1 10 T/C rs2981578 Intron 0,48 0,057
19 G/A rs838133 Intron 0,24 0,304 10 A/G rs45631582 Intron 0,04 1
19 C/T rs490942 Intron 0,12 1 10 G/A rs1219651 Intron 0,44 0,031
19 A/G rs2548957 Upstream 0,35 0,927 10 A/G rs45631583 Intron 0,10 0,787
19 G/A rs78627671 Upstream 0,14 1 10 A/G rs2981575 Intron 0,44 0,033
19 T/C rs79390987 Upstream 0,04 0,666 10 A/G rs1219648 Intron 0,44 0,031
19 /T rs73585730 Upstream 0,17 0,746 10 C/A rs1219643 Intron 0,13 0,998
10 G/A rs2981582 Intron 0,43 0,078
10 T/G6 rs3135715 Intron 0,30 0,003
10 c/T rs12268516 Intron 0,06 0,371
10 A/G rs77669026 Intergénica 0,21 0,032

Tabla 1. Genes y Variantes Genéticas de la Familia de FGF21 provenientes del microarreglo MEGA-Illumina.
Abreviaciones: ID Variante = Identificacion, MAF = Frecuencia Alélica Minima, P-value HWE = Valor P de Equilibrio
de Hardy-Weinberg, KLB = Beta-Klotho.



Nifos (n=370) Niias (n=380) Valor P
Variables Promedio + Desv Std Promedio + Desv Std

Edad (afios) 6.83+0.45 6.76 +0.42 0.02
Puntaje z de IMC 0.92+1.28 0.75+1.01 0.04
IMC 17.2+2.40 17.0+2.14 0.22
Leptina plasmatica (ng/ml) 5.82 £4.02 5.78 £4.02 0.96
Adiponectina plasmatica (mg/l) 18.41+7.26 17.44 £ 6.20 0.05
Razdn Leptina/Adiponectina 0.38+0.39 0.38 +0.33 0.99
Glicemia (mg/dl) 90.54 * 6.71 88.91+6.36 < 0.001
Insulinemia (pU/dl) 5.49 +2.11 5.49 +1.35 0.98
HOMA-IR 1.24 £ 0.67 1.21+0.34 0.41

Tabla 2. Mediciones bioquimicas y antropométricas de los sujetos de estudio.




Variable Coeficiente| Error

Variantes Asociada | Genotipo Beta Estandar | Valor P 1IC 95%
rs80014142 Log- Modelo

(KLB) Adiponectina | Aditivo -0,074 0,027 0,006 -0,127 | -0,021
rs3135808 Log- Modelo

(FGFR2) Adiponectina | Aditivo 0,088 0,034 0,011 0,021 | 0,155
rs10510096 Log- Modelo

(FGFR2) Adiponectina | Aditivo -0,029 0,013 0,031 | -0,055 | -0,003

Tabla 3. Asociacion entre variantes genéticas de KLB y FGFR2 y niveles de adiponectina plasmatica en
nifios en edad prepuberal. Los analisis fueron ajustados por ajustado por sexo, edad, Puntaje z de IMC y 3
Componentes Principales derivados de los datos genémicos (PC1-PC3).



Genotipado Masivo
Base de datos Cohorte ECO
902 participantes

Anélisis de Calidad de Datos del panel MEGA-Illumina

Se conservaron 884 participantes

———

Seleccion de Participantes en Tanner 1 y mediciones
bioquimicas — antropomeétricas disponibles dentro de la
Cohorte ECO

Tamario Muestral Final = 750 participantes

Figura 1. Flujograma de seleccion de la muestra.
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Figura 2.A.- Valores de Adiponectina (Promedio + Desviacidn Estandar) segun genotipo
de la variantes indicadas del gen KLB. 2.B.- Valores de LAR (Promedio + Desviacion
Estandar) segun genotipo de las variantes indicadas del gen KLB. Los analisis fueron
ajustados por sexo, edad, Puntaje z de IMC y 3 Componentes Principales derivados de los
datos genémicos (PC1-PC3).
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Figura 3. Valores de Adiponectina (Promedio + Desviacion Estandar) segn genotipo de la
variante indicada del gen FGFR2. Los analisis fueron ajustados por sexo, edad, Puntaje z de
IMC y 3 Componentes Principales derivados de los datos genémicos (PC1-PC3).
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Figura 4. Valores de Adiponectina (Promedio + Desviacién Estandar) segin genotipo de la
variante indicada del gen FGFR2. Los analisis fueron ajustados por sexo, edad, Puntaje z de
IMC y 3 Componentes Principales derivados de los datos genémicos (PC1-PC3).
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Figura 5. Desequilibrio de Ligamiento y Bloques Haplotipicos de las 12 Variantes del gen

FGF21



Figura 6. Desequilibrio de Ligamiento y Bloques Haplotipicos de las 52 Variantes del gen
FGFR2.



