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I. INTRODUCCION

La obesidad puede definirse como el incremento del peso corporal, a expensas
preferentemente del tejido adiposo, que resulta de la pérdida de equilibrio entre la
ingesta caldrica y el gasto energético, prolongado en el tiempo. Esta enfermedad es de la
de mayor prevalencia entre paises occidentales y, segin los datos de la Encuesta
Nacional de Salud, en Espafia se ha duplicado en 14 afios (de 1987 a 2001) (1.
Gutiérrez-Fisac et al. 2005). La obesidad morbida (OM) constituye un problema serio
de salud publica, pues ocasiona una disminucién de la esperanza de vida de entre 13 y
20 afios, calculdndose en nuestro pais una prevalencia del 0,65% en la poblacion de
entre 25y 65 afios, en el afio 2004 (2. Aranceta J. 2005).

El sobrepeso en edades tempranas, especialmente el que se instaura antes de los 10
afios, constituye una potente prediccién de sobrepeso en el adulto. Su valoracion en el
nifio y adolescente es mas dificil que en el adulto, debido a los cambios que se producen
en la composicion corporal durante el crecimiento. Existen tres periodos criticos para el
desarrollo de la obesidad: tercer trimestre de la gestacion y primer afio de vida, entre los
5y 7 afios de vida y la adolescencia. Es éste Gltimo en el que mas se debe insistir a las
familias de la utilidad de las medidas preventivas para evitar esta patologia (3. Bueno
M. 2002). El diagndstico de la obesidad infantil se realiza a partir de una anamnesis
familiar, valorando las personas que habitan con el nifio, en la que se debe investigar el
peso de los progenitores y los antecedentes familiares de obesidad, sobrepeso y
patologias crénicas relacionadas con estos trastornos. En la anamnesis personal se
incide en el peso al nacimiento, la cronologia en la introduccion de los alimentos en el

primer afio de vida y la ausencia o presencia de lactancia materna. Se describe el inicio



de la obesidad y se realiza una encuesta exhaustiva de los habitos nutricionales y la
actividad fisica del paciente. La exploracion fisica va encaminada a descartar causas de
obesidad secundarias, que son las menos frecuentes, y la aseveracion de que se trata de
una obesidad exdgena, conclusion extraida en el 95% de los pacientes pediatricos
obesos. Se considera que tienen obesidad todos los nifios cuyo indice de masa corporal
esté por encima del percentil 97 o de las dos desviaciones tipicas. En lo que concierne al
diagndstico de la obesidad mdrbida infantil no existe opinion unanime al respecto, pero
lo mas aceptado es que se clasifiquen de esta manera los nifios cuyos indices de masa
corporal estén por encima de las 2,5 o 3 desviaciones tipicas o por encima del percentil
95.

En la obesidad adulta el indice de Masa Corporal (1.M.C) es la forma més utilizada
para cuantificar el exceso de peso. Se obtiene mediante la formula I.M.C = Peso en
kg/m? de superficie corporal y permite su clasificacién en IMC de 25 a 30 kg/m® como
sobrepeso, de 30 a 40 kg/m? como obesidad, de 40 a 50 kg/m* como obesidad mérbida,
de 50 a 60 kg/m* como superobesidad y superior a 60 kg/m? como super superobesidad.
La etiologia y el tratamiento de la obesidad exigen el conocimiento de los mecanismos
que controlan los procesos de ajuste entre el aporte de sustratos combustibles y las
demandas de energia, con objeto de mantener una masa corporal estable. Se sugiere que
el control del peso corporal y la composicion dependen de un eje integrado por los
componentes autorregulados: apetito, metabolismo, termogénesis y depdsitos grasos.

La obesidad es un ejemplo perfecto de enfermedad compleja en la que interaccionan
factores no genéticos y genéticos, ajustados a modelos dificiles de definir y calcular, y
conociéndose también su relacion con los diferentes tipos de obesidad observados. A
pesar de los avances en el conocimiento de las bases genéticas de la patologia, éstas no

pueden explicar las crecientes tasas de obesidad. En algunos casos su incremento esta



claramente asociado al consumo de dietas de alta densidad energéticas o ricas en grasas
y el sedentarismo de las sociedades (4. Martinez JA et al. 2002).

Actualmente se reconoce en la génesis de la obesidad una heredabilidad manifiesta. Ya
los trabajos realizados por Stunkard (1986) y Bouchard (1992) con gemelos
homocigotos criados en diferentes ambientes, sugerian que la similitud observada entre
ellos, la variacion en la ganancia de peso y la distribucion de la grasa recibié una
marcada influencia de los factores genéticos (5. Foz M et al. 1999).

Ademas, la evidente variabilidad descrita entre individuos afectados por obesidad
respecto a los factores que indujeron el incremento del peso, periodo vital y forma de
instauracion de la misma, asi como diversas respuestas a las distintas estrategias
terapéuticas empleadas, sugieren el importante papel de la susceptibilidad heredada en
el proceso.

En general se atribuye de un 40 a un 70% de la determinacion del peso corporal al
fondo genético individual, siendo precisa la identificacion y caracterizacion de los alelos
de riesgo que constituyen el conjunto de tal predisposicion. La interaccion de tales
alelos polimorficos, cuya frecuencia relativa entre la poblacion general les hace
coincidir en un mismo perfil genético, potencia los efectos moderados que cada uno de
ellos genera per se, hasta tener la capacidad deletérea suficiente para iniciar y mantener
el proceso patolégico. La busqueda de variantes genéticas de baja susceptibilidad a la
obesidad, al igual que en el global de enfermedades complejas y poligénicas, puede
abordarse mediante estudios de asociacion. Estos pretenden poner de manifiesto la
relacion entre variantes genéticas polimorficas y la reparacion de la patologia en

estudio, o de una de sus caracteristicas concretas.



En esta patologia es complicado minimizar la heterogeneidad y definir los fenotipos
intermedios que aparecen entre los pacientes afectados de obesidad. Es esencial
seleccionar correctamente las series de casos a analizar, al igual que la poblacién
control, para disefiar un estudio caso-control de alta eficacia y fiabilidad. A pesar del
desarrollo biotecnoldgico y la accesibilidad a analisis genéticos masivos, asi como las
herramientas bioinfomaticas cada vez mas capaces y complejas, la busqueda de
variantes genéticas y, por tanto, de perfiles genéticos de susceptibilidad, en muchos
casos no parte de una correcta seleccion de casos. No se tiene en cuenta la edad ni la
gravedad de la aparicion del sobrepeso, ni los antecedentes familiares, hechos traducidos
en la evidente heredabilidad de la enfermedad.

El primer paso para disefiar la basqueda de polimorfismos genéticos de riesgo para la
obesidad pasa por seleccionar las rutas de interés y los genes candidatos a analisis
genéticos. Para ello es esencial la descripcion de las variantes identificadas, factores
genéticos Unicos causales, en sindromes hereditarios que incluyen el desarrollo de una
obesidad temprana y severa, este conjunto de casos de alto riesgo constituyen del 2 al
4% del total referido, constituyendo formas infrecuentes de obesidad en las que el grave
incremento de peso se atribuye a mutaciones en un solo gen.

Hasta el momento se han descrito unos treinta sindromes monogénicos con obesidad
asociada a claros patrones de herencia mendeliana y frecuentemente relacionados a
retraso mental, caracteristicas dismorficas y/o anomalias congénitas del desarrollo

(OMIM: http://www.nbci,nlm.nih.gov/omim); este grupo de enfermedades constituyen

lo que conocemos como casos de obesidad sindrémica.
El Sindrome de Prader —Willi es el prototipo de este grupo de pacientes. Se caracteriza
por hiperfagia, obesidad, hipotonia muscular, dificultades de aprendizaje e

hipogonadismo. En el 75% de los pacientes diagnosticados con el Sindrome de Prader —



Willi se comprueba una delecion cromosémica de la region 15q11-13q de origen
paterno (6.Capps M et al. 2009). En estos pacientes existe una notable elevacién de las
tasas plasmaticas de leptina, asi como una moderada deficiencia de la secrecion de GH.
Recientemente se han analizado los niveles de la ghrelina, cuyos valores estan muy
elevados con respecto a otros tipos de obesidad hereditaria no sindromica, y por ello se
especula con el posible papel de la hiperghrelinemia en la patogénesis de la hiperfagia
caracteristica de los nifios afectados del sindrome.

La hiperfagia y la ansiedad manifiesta ante la restriccion de comida en pacientes obesos
que no muestran alteraciones del organismo y que refieren antecedentes familiares de la
enfermedad con patrones de herencia mendelianos, debe hacernos sospechar una
obesidad monogénica no sindromica . El conjunto de genes identificados en los Gltimos
afios como agentes causales de tales sindromes, participan en la ruta de control de la
saciedad y generan susceptibilidad a comportamientos adictivos. Solo la existencia de
mutaciones en alguno de ellos generan obesidad asociada a ciertos signos de déficit
nerurotréfico (TrkB), el resto inducen de manera casi exclusiva a un disbalance
energético. Los genes portadores de mutaciones con una gran variedad fenotipica y
clinica son los que codifican para leptina, el receptor de leptina, la prohormona
convertasa 1, la molécula pro-opiomelanocortina y el receptor 4 de melanocortina (7.
Lesayoya D et al. 2010). Es evidente que, exceptuando la interesante frecuencia que
muestran las mutaciones del gen que codifica para el receptor MC4, el conjunto de los
genes sefialados explican un porcentaje minimo, tan s6lo del 5%, y estan asociados a la
obesidad mérbida de comienzo precoz en la infancia (8. Fariooqui IS. 2005; 9. Gonzélez
Jiménez E. 2011).

Por lo tanto, la forma mas comin de obesidad monogénica esta causada por mutaciones

en el gen MC4R (10. van den Berg L et al. 2011) con una prevalencia de entre 1.6 y



5.8% y una herencia autosémica dominante (11. Vaise C et al. 2000). Los portadores de
mutaciones en el gen MC4R suelen padecer hiperfagia, hiperinsulinemia y un
incremento de la masa corporal, por el contrario sus niveles de cortisol, gonadotropina y
hormona tiroidea son normales (12. Farooqui IS et al. 2003). Al menos 95 mutaciones
en el gen MC4R estan asociadas con obesidad comprendiendo mutaciones nonssesne,
missense y frameshift (13. Buchibinder S et al. 2011), estas aparecen en el 2.5% de los
sujetos no obesos y en el 30% de los pacientes obesos (14. Hsu LK et al. 2002), de tal
manera que en un estudio en el que se realizaron bandas laparoscopicas a 300
individuos que padecian obesidad severa, 19 (6.3% del total) de ellos eran portadores de
mutaciones en MC4R (15. Potoczna N et al. 2004), ademas todos los portadores de
mutaciones en este gen padecian trastornos alimenticios frente al 18.1% de los no
portadores (13. Buchibinder S et al. 2011). MC4R es una proteina de 332 aminacidos
codificada por un Unico exdn, es un receptor de una proteina G con 7 dominios
transmembrana que se expresa en el ndcleo hipotalamico, regula la ingesta de alimentos
y el peso corporal (16. Huszar D et al. 1997). La recepcion de sefiales se realiza a través
de la activacion de de la adenilato ciclasa en respuesta a su antagonista, la hormona a-
MSH (17. Fan W et al. 1997). La capacidad deletérea de MC4R se comprobd en dos
individuos, adulto y nifio, que no estaban relacionados, portadores heterocigotos de
mutaciones que alteraban la secuencia de lectura y que habian desarrollado una
obesidad severa (18. Yeo GS et al. 1998; 19. Vaisse C et al. 1998). El primer paciente
descrito es un nifio con historia de hiperfagia y busqueda continua de alimento e
intranquilidad cuando se le negaba la comida. Su receptor MC4 presentaba una delecion
de 4 pares de bases en el codén 210, por lo que la proteina estéa truncada a nivel de la
quinta region transmembrana (18. Yeo GS et al. 1998). El segundo paciente, un adulto

con obesidad desarrollada desde la infancia con hiperfagia insaciable, presentaba una



insercion de 4 pares de bases en el nucledtido 732, con el resultado de un receptor no
funcionante en el que faltan la sexta y la séptima regién transmembrana (19. Vaisse C et
al. 1998).

La leptina es secretada por el adipocito como respuesta a la alimentacién para suprimir
el apetito a través de una accion via hipotalamica. Los niveles de leptina estan regulados
por diversas proteinas, una de las cuales es el receptor de leptina (LEPR) (20. Ranjith N
et al. 2011). Los adipocitos de grasa visceral producen menos leptina que los adipocitos
de grasa subcutanea, accion via hipotalamica. Una vez en el hipotalamo llega al nicleo
arcuato, al ncleo ventromedial, al nicleo dorsomedial, y posiblemente a otras areas del
cerebro relacionadas con el balance de energia, iniciando una cascada de sefiales
especificas que inhiben muchos de los neuropéptidos orexigénicos. Ejerce asi su efecto
disminuyendo la ingesta alimentaria y el peso corporal, aumentado la oxidacién grasa y
el gasto energético, favoreciendo asi el adelgazamiento. Las mutaciones en leptina o en
su receptor son autosémicas recesivas, los portadores heterocigotos presentan un
fenotipo normal (21. Farooqui IS et al. 2006). Ha sido probado que la obesidad que
aparece en edad temprana puede estar causada por mutaciones en las diferentes
isoformas del gen LEPR (22. Echwald SM et al. 1997). El fenotipo clinico asociado a la
deficiencia congénita de los niveles de leptina o del receptor de leptina es similar al que
presenta los ratones obesos con este mismo tipo de deficiencia, estos sujetos nacen con
un peso dentro de los percentiles considerados como satisfactorios, pero en los primeros
meses de vida desarrollan rapidamente una obesidad muy severa (23. Farooqui IS et al.
2002), padecen también un aumento en la ingesta de alimentos, hipogonadismo,
hiperinsulinemia y defectos profundos en el eje hipotadlamo-hipofisis, resultando

también alterados el nimero de linfocitos T y sus funciones, lo que provoca inevitables
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preguntas a cerca de la susceptibilidad de estos pacientes a enfermedades infecciosas
(24. Farooqui IS et al. 1999; 25. Ozata M et al. 1999).

La pro-opiomelanocortina es la precursora de varias moléculas diferentes de
melanocortinas entre las que se encuentran la ACTH, la betaendorfina y la hormona
estimulante de los melanocitos. Se han encontrado mutaciones tanto en homocigosis
como en heterocigosis, tambien se han identificado pacientes en los cuales existe una
deficiencia total de POMC (26. Farooqui IS et al. 2006). Estos pacientes presentaban en
etapas tempranas de su vida hipocortisolemia secundaria con deficiencia de ACTH,
desarrollando una marcada obesidad asociada con hiperfagia (26. Farooqui IS et al.
2006).

En pacientes con obesidad manifiesta también se han localizado mutaciones en el gen
de la prohormona convertasa 1 (PC1), con hipocortisolemia e hipogonadismo
hipogonadotropo. La existencia de dos mutaciones en los casos parece explicar los bajos
o0 inexistentes niveles de PC1 que subyacen a la obesidad, causando el defecto del gen
a-MSH, regulador de MC4R (27. O’Rahilly S et al. 1995; 28. Jackson RS et al. 1999).
Ciertos casos muy peculiares de obesidad monogénica se han relacionado con
mutaciones en el gen del receptor neurotrofico TrkB. Su patrén de herencia mendeliana
aparece como dominante y el fenotipo de la obesidad severa va asociado a un retraso
mental con alteracién de la memoria, aprendizaje y nocicepcion (29. Yeo GS et al.
2004). En estos pacientes se refiere claramente la existencia de hiperfagia, explicada por
el papel esencial que juega este gen en la ruta de sefializacion del receptor de MC4 (30.
Han JC et al. 2008). Se ha comprobado el impacto de la insuficiencia de la funcién de
TrkB en la aparicion de hiperfagia y obesidad en humanos, la cual evidenciaba niveles

disminuidos de la proteina en suero de los pacientes.
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Sin embargo, a pesar del importantisimo avance que han supuesto la identificacion y
caracterizacion de estos casos de obesidad no sindrémica monogénicas anteriormente
expuestos, el porcentaje de casos de obesidad manifiesta que se explica por su conjunto
es dificilmente superior al 6 0 7%. La necesidad de identificar pacientes e individuos
cuya susceptibilidad heredada a padecer obesidad mdrbida sea agente causal Gnico para
producirla, ha generado inversiones de gran magnitud para el estudio en profundidad de
las bases poligénicas de la enfermedad.

Actualmente el mapa genético de la obesidad humana se va detallando y ampliando de
forma acelerada. En la revision de Rankinen et al del 2006 (31. Rankinen T et al. 2006)
se han asociado a la aparicion de obesidad mas de 600 genes, marcadores y regiones
cromosomicas. EI nimero de loci de rasgo cualitativo (QTL) derivado de analisis
masivos del genoma y asociados a fenotipos relacionados con la obesidad, asciende a
204 distribuidos en 38 regiones gendmicas, replicadas en 4 estudios. Asi mismo el
nimero de genes candidatos de obesidad de analisis derivados de estudios de
polimorfismos genéticos alcanza la cifra de 113. Todos los cromosomas humanos
excepto el 9, 18, 21 e Y presentan un locus candidato a intervenir en la regulacion del
peso, y en la aparicién de la obesidad (32. Perusse L et al. 2005).

Las regiones, genes y variantes genéticas identificadas son candidatas a analisis
exhaustivos en pacientes y familias afectadas de obesidad manifiesta, entre los que
suelen existir claros patrones de agregacion familiar y graves obesidades de aparicion
temprana. La busqueda de alelos de susceptibilidad a la enfermedad se centra en la
descripcion y andlisis de los cambios genéticos que definen la variabilidad genética
interindividual que los genes seleccionados presentan en nuestra poblacion y se
circunscribe a la valoracion de los polimorfismos denominados SNPs (Single

Nucleotide Polymorphism).
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El SNP es la variante genética mas comun en el genoma, constituida por el cambio de
una Unica base en la secuencia de ADN. Su caracter bialélico los hace ser menos
informativos que los marcadores SSR (short sequence repeats), pero su frecuencia,
distribucion del genoma (1 SNP cada 1000 bases) y la comodidad de su andlisis les han
convertido en la mejor estrategia para identificar genes candidatos responsables de las
distintas enfermedades. Tales estudios abordan mediante el analisis de un elevado
nimero de variantes genéticas comunes, seleccionadas como candidatas a generar un
incremento bajo o0 moderado del riesgo a padecer sobrepeso, elegidas por su situacion
en el gen candidato y/o las caracteristicas del cambio. Se compara la prevalencia de
cada cambio analizado en la poblacion de pacientes respecto a un nimero similar o
superior de individuos controles representativos del grupo poblacional del que se
obtuvieron los casos. Para ello es imprescindible tipificar un nimero importante de
polimorfismos genéticos y en un elevado nimero de casos y controles seleccionados de
la manera mas adecuada, con el objetivo de evitar la falta de poder estadistico de los
resultados y sobre todo la obtencion de falsos positivos y negativos en las asociaciones.

El conjunto de las variantes genéticas identificadas y sus combinaciones en cada
individuo, podrian definir la existencia de diferentes perfiles de riesgo, describiendo
parte de la etiopatogenia de la enfermedad unido al amplio conjunto de datos clinicos y
bioldgicos, personales y familiares, relacionados con su proceso de evolucion,
mencionados anteriormente.

La epidemologia genética constituye en la actualidad una de las disciplinas
fundamentales en el abordaje de la obesidad, siendo una de las herramientas mas
interesante el Genome Wide Association Study (GWAS, estudio de asociacion sobre el
genoma completo). A pesar de que la heterogeneidad y el coste-beneficio de los

proyectos de GWAS son un tema de debate patente y generan una controversia entre los
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expertos (33. Loannidis JP et al. 2007), la avalancha de publicaciones de prestigio
basadas en sus resultados ha permitido la descripcién de un importantisimo listado de
factores genéticos de riesgo a enfermedades comunes, entre ellas la obesidad (34. Todd
JA et al. 2006). Su utilidad crece al combinarse con los resultados de los estudios
tradicionales de casos y controles.

El gen FTO (asociado con la masa grasa y la obesidad) se localiza en el locus 16q12.2,
el cual ha mostrado un evidente ligamiento con la obesidad en diversos estudios, como
los mencionados (35. Scout LJ et al. 2007; 36. Zeggini E et al. 2007; 37. Saunders CL et
al. 2007; 38. Frayling TM et al. 2007; 39. Dina C et al . 2007; 40. Scutteri A et al.
2007). A pesar de que las revisiones bibliograficas sefialan cierta controversia respecto
a ciertos polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) del gen FTO, sobre todo entre
diferentes etnias, su variabilidad interindividual sigue considerandose de enorme
interés. Se han corroborado los primeros resultados extraidos de los GWAS, utilizando
diferentes estrategias de analisis, confirmandose ampliamente la relacion de la variante
rs9939609 con la existencia de sobrepeso grave y algunas de sus comorbilidades en
diferentes poblaciones (41. Den Hoed M et al. 2009; 42. Hardy R et al. 2010; 43. Cecil
JE et al. 2008; 44. Hakanen M et al. 2009). Las funciones del gen FTO parecen
relacionarse, al igual que las de los genes responsables de la obesidad sindrémica y de la
obesidad monogénica no sindromica (18. Yeo GS et al. 1998; 19. Vaisse C et al. 1998;
28. Jackson RS et al. 1999) con el control hipotaldmico de la saciedad, la hiperfagia y la
ansiedad manifiesta ante la restriccion de comida; también existen trabajos que han
estudiado su relacion con la susceptibilidad a comportamientos adictivos. Se ha
demostrado su expresién en los nucleos cerebrales que ejercen el control de la
alimentacion, modificandose ante situaciones de ayuno. En los individuos portadores

del alelo A se ha descrito, en los nucleos cerebrales donde se expresa la proteina que
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codifica FTO, una mayor resistencia a la insulina, asi como la preferencia por ingestas
hipercaldricas (43. Cecil JE et al. 2008).

En los ultimos afios se ha desarrollado un gran interés por profundizar en el estudio de
la obesidad poligénica, este tipo de estudios permiten identificar el maximo porcentaje
de individuos que poseen perfiles genéticos concretos de susceptibilidad a padecer OM,

convirtiendo asi prioritario aplicar estrategias de prevencién en atencién primaria.
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I1. JUSTIFICACION.

La obesidad del adulto esta relacionada con un incremento en el riesgo de muerte y
enfermedad. Peeters en un estudio prospectivo de cohortes, establece que el sobrepeso y
la obesidad producen una reduccién significativa de la expectativa de vida. Asimismo,
en los sujetos obesos, esta incrementado el riesgo de muerte prematura (por debajo de
70 afos) en un 115% en mujeres y en un 81% en varones.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 en el 2002 que unos 25 millones de
muertes anuales estan relacionadas con la obesidad a nivel mundial: 300.000 en EEUU
y 220.000 en Europa. En un estudio realizado en 2004 en la Unién Europea, se estimé
un minimo de 280.000 muertes atribuibles al sobrepeso y la obesidad por afio,
representando el 7,7% de muertes totales. En Espafia suponia un 8,5%. Alrededor del
70% de estas muertes lo fueron por causas cardiovasculares (195.000) y el 20% por
cancer (55.000).

La obesidad ocupa el segundo lugar en causa de muertes evitables, por ejemplo,
comparando las muertes atribuibles a obesidad con las ocurridas en accidentes de
trafico, por cada muerte por accidente ocurren 8 0 9 relacionadas con obesidad mérbida.
Ademas la relacion siempre sospechada entre obesidad y cancer ha sido esclarecida,
entre otros por Calle que en 2003 publicé un estudio prospectivo llevado a cabo sobre
una poblacién de un millén aproximadamente de adultos americanos, seguidos durante
16 afos, y concluye que el 14% de las muertes por cancer en el hombre y el 20% en las
mujeres podrian ser ocasionadas por obesidad. En el hombre los tumores més frecuentes
serian estbmago y prostata y en las mujeres mama, Utero, cerviz y ovarios.

Por si todo esto fuera poco, el coste sanitario de la obesidad, ya en el afio 2000, segln

estudios de Delphi realizado en Espafia, supuso un gasto de 2.300 millones de euros (el
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7% del gasto sanitario). En los Gltimos afios estos datos han progresado de tal manera
que, probablemente, el gasto sanitario debido a obesidad esté en el 10% del total del
gasto sanitario total.

Por otro lado, en mayo de 2005, la OMS acordé que Espafia desarrollase la denominada
Estrategia NAOS (dirigida al grupo de obesidad infantil): Nutricion, Actividad Fisica y
Prevencién de la Obesidad. Esta estrategia es elaborada por el Ministerio de Sanidad y
Consumo y analiza multitud de factores y sectores que influyen en la obesidad. Apuesta
por incentivar los habitos alimenticios saludables y el abandono del sedentarismo para
disminuir la prevalencia de esta patologia y sus consecuencias, tanto sanitarias como
sociales.

La mayoria de las actuaciones de la Estrategia NAOS son acuerdos y codigos de
autorregulacion, pero posee un documento en cuya elaboracién han colaborado, junto
con la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria, mas de ochenta asociaciones,
organismos publicos y privados, sociedades cientificas y diversos organismos, teniendo
en cuenta que la obesidad, que afecta en nuestro pais a uno de cada siete adultos, es un
problema complejo y con un indice bajisimo de curacion.

Este trabajo se enmarca en un ambito sanitario con elevada, aunque aln no precisada,
prevalencia de la enfermedad. Dado que los principales esfuerzos a nivel Internacional,
Nacional y de algunas Comunidades pioneras se centran en la prevencion como
estrategia fundamental, consideramos nuestros objetivos alcanzados de maximo interés,
puesto que se han analizado las bases moleculares de susceptibilidad a la aparicién de la
enfermedad en nuestra poblacion. Nuestros resultados pueden permitir la seleccién de
individuos de riesgo, candidatos a la aplicacion de programas de prevencién temprana
de alta eficacia para la salud publica, ademas pueden tener una rapida repercusion en el

manejo clinico de los pacientes obesos, asi como en el disefio y ejecucion de los
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programas de prevencion de la enfermedad desde los sistemas publicos de salud. Por
tanto nuestros resultados sirven de ayuda tanto en el ambito de la medicina publica
como privada, para otros grupos de investigacién, empresas del sector alimentario y
farmacéuticas. Todos los datos obtenidos forman parte de una amplia base de datos de
gran utilidad para corroborar, correlacionar, ampliar y completar el conocimiento del
proceso de la obesidad, por parte de otros profesionales sanitarios de disciplinas
comunes o relacionadas. EI conocer los genotipos de los polimorfismos genéticos
analizados puede ser de enorme importancia para otros estudios epidemiolégicos,
ademas intentamos profundizar en las bases psiquiatricas de este trastorno, proponiendo
actuaciones especificas en un supuesto subgrupo de pacientes. El disefio del estudio
engrana y potencia extraordinariamente los intereses y planes de actuacién del principal

programa nacional puesto en marcha para combatir la obesidad, la Estrategia NAOS.
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I11. OBJETIVOS

1. Disefio y puesta en marcha de un protocolo de deteccién de casos de obesidad
grave en poblaciébn extremefia, cuya etiopatogenia pueda atribuirse

principalmente a alteraciones y/o perfiles genéticos de riesgo.

2. Definir el modelo de heredabilidad de la OM a partir de los arboles genealdgicos
obtenidos tras establecer los antecedentes familiares de sobrepeso como criterio

de seleccidn de los pacientes.

3. Revision del concepto de OM sindromica e incidir en el abordaje de la obesidad

asociada a retraso mental.

4. Interpretacion de resultados obtenidos y diagndstico de nuevos casos de OM
monogénica sindromica, con evaluacion de nuestra serie completa de pacientes
con alteraciones citogenéticas que pudieran contener genes de susceptibilidad a

obesidad sefalados en la literatura.

5. Estudio de posibles casos de OM monogénica no sindrémica. Potenciaremos la
identificacion de mutaciones de alto riesgo con la seleccion, a través del Servicio
Extremefio de Telemedicina, de individuos afectados de OM en familias y
nacleos poblacionales de relativo aislamiento geogréafico y con evidente

consanguinidad.
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6. Identificacion de SNPs y haplotipos de riesgo en un conjunto de 171 SNPs
“llave”, localizados en 12 genes, proponemos la bisqueda de variantes genéticas

funcionales causales de las asociaciones identificadas en individuos portadores.

7. Correlacién de las caracteristicas fenotipicas de los pacientes/familias con los
perfiles genéticos identificados. Analisis de segregacién familiar de haplotipos

de interés.

8. Asegurar el aprovechamiento de los resultados obtenidos para optimizar el

manejo clinico de los pacientes/familias, trasladando sus conclusiones al

Proceso Asistencial de Obesidad vigente para el Area de Salud de Badajoz.

9. Institucionalizacién del Observatorio Extremefio de Obesidad (OBEX.O) e

inclusion en el proximo Plan de Salud de la Comunidad Extremefa.
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IV. RESULTADOS

ARTICULO 1

Raquel Rodriguez Lopez, Ana Garcia Nogales, Marta Rubio Rodrigo, Marta Gonzalez,
Narcisa Guerrero, Claudio Peldez Veja. TELEMEDICINE APPLICATION FOR
GENETIC COUNSELLING IN EXTREMADURA. Latin Am J Telehealth, Belo
Horizonte. 2010; 2:48-61.

Objetivo: El uso de la telemedicina emerge como una opcion de gran potencial para la
optimizacién del consejo genético dentro de los sistemas sanitarios, sin embargo se
desconoce el detalle del acto médico, el papel de los sanitarios implicados. Método: 20
profesionales han participado en 126 teleconsultas de consejo genético a través de la red
publica de telemedicina de Extremadura; hemos caracterizado el proceso, establecido la
actividad y competencia del personal implicado y evaluado las diferencias observadas
respecto a la misma actividad asistencial presencial. Resultados: los 17 profesionales
encargados de la red de telemedicina destacaron la diversidad de los perfiles y
actividades existentes en el proceso del consejo genético. Los 3 genetistas resaltaron las
facilidades que ofrece el sistema para la coordinacion del mismo, necesariamente
multidisciplinar. Los consultantes coinciden en la comodidad, naturalidad, comprension
y eficiencia del servicio. Conclusiones: consideramos que la herramienta mejora el nivel
de colaboracion de los grupos familiares y la accesibilidad de nicleos poblacionales con
cierto aislamiento.

Palabras clave: Asesoramiento Genético; Telemedicina; Consulta Remota; Sistemas de
Salud; Salud Publica.

(Articulo completo adjunto en ANEXOS )
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ARTICULO 2

Gonzélez-Carpio Serrano, Marta; Méndez, Pilar; Serrano, Maria Victoria; Torres
Guadalupe; Sanchez-Giralt, Placida; Herrera, Trinidad, Garcia de Caceres, Maria
Teresa; Hernadndez-Saez Rosario; Carbonell, Jose Maria, Saenz Julia; Gonzalez, Juan
Ramoén; Luengo, Luis Miguel; NGfez, Manuela; Rodriguez, Raquel.
HETEROGENEITY OF THE GENETIC BASIS OF SEVERE OF OBESITY IN
CHILDHOOD: CHARACTERIZATION OF A SERIES. Journal of obesity. ID del
manuscrito (ms Number) 614564.vl. Enviado 13.02.2013.

El exhaustivo estudio de pacientes que padecian obesidad morbida, y el uso de estudios
de asociacién del genoma completo (GWAS) aplicados a una gran serie de individuos
con obesidad, han permitido la identificacion de genes y de variantes genéticas de
susceptibilidad a esta enfermedad. La descripcion de esta serie completa de pacientes
que padecian obesidad muestra la heterogeneidad de las alteraciones genéticas
implicadas. Estas alteraciones se distribuyen entre la poblacién con frecuencias
inversamente proporcionales a su capacidad deletérea. Las diferentes combinaciones de
alelos de bajo riesgo, como rs9939609 en el gen FTO, definen perfiles genéticos de
riesgo hereditario a desarrollar obesidad. Asi, proponemos que los casos de los nifios
que padecen obesidad severa deberian ser clasificados en base a una extensa descripcién
de su fenotipo y su historia familiar. Nuestro estudio genético permitié que en una gran
parte de la serie de pacientes fuese identificado el agente causante del exceso de peso.
Palabras clave: Obesidad, Herencia, Infancia.

(Articulo completo adjunto en ANEXQOS)
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ARTICULO 3

Rodriguez-Lopez R, Pérez JM, Balsera AM, Rodriguez GG, Moreno TH, Garcia de
Céceres M, Serrano MG, Feijo FC, Ruiz JR, Angueira FB, Pérez PM, Estévez MN,
Gbmez EG. THE MODIFIER EFFECT OF THE BDNF GENE IN THE PHENOTYPE
OF THE WAGRO SYNDROME. Gene. 2013; 516: 285-290.

Los individuos que son portadores de deleciones de varios tamafios, causando
haploinsuficiencia , en los genes contiguos WT1 y PAX6, localizados en el locus 11p13
con una pérdida centromérica de 4Mb en el gen BDNF, son susceptibles de padecer
Tumor de Wilms, aniridia, retraso mental, anomalias urogenitales y obesidad (Sindrome
de WAGRO). La caracterizacion molecular de la gran delecion 11p15.1p12 arr
(18676926-36576388) x 1 dn en una nifia de tres afios y cuatro meses de edad afectada
solamente de aniridia, no solo predijo la aparicion de otras enfermedades graves
asociadas a esta delecion, sino que también permitié hipotetizar sobre un deterioro
especifico de su fenotipo, alteraciones de conductas mentales y el desarrollo de
obesidad infantil, posiblemente relacionada con alteraciones metabélicas. El aspecto
variable y/o la descripcion de la haploinsuficiencia para la susceptiblidad a obesidad en
el Sindrome de WARG dependen de una region critica situada dentro de las 80Kb del
exon 1 del gen BDNF. Se estudid la relacion entre la variacion genética en base a 4
SNPs del gen BDNF y el indice de Masa Corporal (IMC). La variabilidad polimdrfica
se distribuyd de manera similar en 218 nifios que sufrian obesidad no sindromica
severa, con familias de alto riesgo a padecer obesidad, se compard con 198 controles. Al
intentar corroborar el papel del gen BDNF como altamente susceptible a padecer
obesidad sindrémica no se evidencié que la base molecular de este tipo de obesidad
pueda atribuirse a variables poligénicas comunes. Su papel potencial como modulador

del riesgo a provocar un fenotipo severo de obesidad ain no ha sido demostrado.
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Algunas variantes genéticas en el factor neurotrdfico derivado del cerebro (BDNF) han
dado lugar a trastornos importantes en el balance energético, pero es esencial conocer la
capacidad deletérea de estas variantes en humanos, ya que juegan un papel fundamental
en el desarrollo y la plasticidad del Sistema Nervioso Central que regula la ingesta de
alimentos. La existencia de polimorfismos de significado desconocido en pacientes
portadores de haploinsuficiencia en el gen BDNF podria constituir un modelo adecuado
para estudiar en profundidad sus efectos.

Palabra Clave: BDNF, WAGRO, Obesidad, SNP/CNV array.

(Articulo completo adjunto en ANEXQOS)
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ARTICULO 4

Rodriguez-Lopez R, Gonzélez-Carpio M, Serrano MV, Torres G, Garcia de Céaceres
MT, Herrera T, Roman A, Rubio M, Méndez P, Hernandez R, Nufiez M, Luengo LM.
ASSOCIATION OF FTO POLYMORPHISMS AND MORBID OBESITY IN THE
POPULATION OF EXTREMADURA (SPAIN). Endocrinol Nutr. 2010; 57: 203-2009.
Objetivo: Seleccionar individuos cuya obesidad morbida (OM) se pueda atribuir
preferentemente al perfil genético individual. Tras descartar pacientes con posibles
sindromes monogénicos y otras enfermedades asociadas con obesidad con obesidad,
evaluar la relacion de la variabilidad del gen FTO (asociado con la masa grasa y la
obesidad), sobre la base de los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) con
rs1861868 y rs9939609, con la predisposicion heredada a padecer OM.,

Pacientes y métodos: Tras evaluar a 270 pacientes con OM instaurada antes de los 14
afios, seleccionamos a 194 por su fenotipo y la historia familiar referida; se incluy6 a
289 individuos controles. Se genotiparon los cambios en el SNP rs1861868 y rs9939609
del gen FTO, y comparamos sus frecuencias genotipicas y haplotipicas en ambos grupos
poblacionales.

Resultados: Se confirmé la asociacion del alelo A del SNP rs9939609 con la obesidad
grave instaurada en la infancia en la poblacion espafiola. Los individuos portadores del
haplotipo rs1861868 G / rs9939609 A del gen FTO mostraron un incremento del riesgo
(odds ratio de 3,03; intervalo de confianza del 95%: 1,74-5,27) a padecer obesidad
marbida en nuestra poblacién.

Conclusién: Analizar las bases genéticas de la obesidad precisa una rigurosa seleccion
de los casos. La asociaciéon del SNP rs9939609 con la obesidad, ampliamente descrita
en distintas poblaciones, se confirma en la poblacidn espafola. Identificamos el primer

haplotipo de riesgo al analizar el SNP rs1861868 del bloque haplotipico contiguo al que
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contiene el primero. Es preciso estudiar en profundidad la variabilidad interindividual
del gen FTO para identificar la causa de su capacidad deletérea a la enfermedad.
Palabras clave: Obesidad, gen FTO, polimorfismos, riesgo.

(Articulo completo adjunto en ANEXQOS)
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ARTICULO 5

Gonzélez JR, Gonzalez — Carpio M, Hernandez — Séez R, Serrano Vargas V, Torres
Hidalgo G, Rubio — Rodrigo M, Garcia — Nogales A, Nufiez Estévez M, Luengo Pérez
LM, Rodriguez — Lépez R. FTO RISK HAPLOTYPE AMONG EARLY ONSET AND
SEVERE OBESITY CASES IN A POPULATION OF WESTERN SPAIN. Obesity.
2012; 20: 909-915.

La obesidad en la infancia y en la edad adulta ha sido ampliamente asociada a la
variabilidad genética del gen FTO en diferentes poblaciones. Este estudio tuvo como
objetivo investigar la estructura de un bloque en desequilibrio de ligamiento de la regién
que flanquea al SNP rs9939609 candidato del gen FTO y determinar la mejor
combinacion de un solo nucleétido (SNP) que explica la mayor proporcién de la
variabilidad observada en los nifios con obesidad severa incluyendo los sujetos obesos
de familias de alto riesgo a padecer este enfermedad. El andlisis estadistico identificd un
blogue de desequilibrio de ligamiento  definido por el haplotipo
rs1477196G/rs1781744G/rs9939609A (p-valor 3.1 x 10®). Los portadores de la
combinacion GGA mostraron un incremento del riesgo a obesidad (O.R 2.07; Cl 95%
1.41-3.03, p=2.0 x 10™) respecto a aquellos individuos con el haplotipo de referencia
ATT. EI SNP rs9921255 también mostré una asociacion estadisticamente significativa
(O.R 1.77; Cl 95% 1.15-2.74, p=8.3 x 10* y O.R 5.78; Cl 95% 1.22-27.49 para
heterocigotos y homocigotos respectivamente), no segregando con el haplotipo de
riesgo descrito previamente. El célculo del riesgo atribuible a la combinacion del
haplotipo GGA y al alelo C del rs9921255 mostr6 un elevado efecto del gen FTO en el
Indice de Masa Corporal. El riesgo atribuible al gen FTO alcanzé el 34%, el aumento de
riesgo por alelo de riesgo fue de 1.71 (p=1.0 x 10°®). Llegamos a la conclusién de que la

descripcion de esta combinacion polimoérfica en el gen FTO podria ser atil para la
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identificacion precoz de la susceptibilidad heredada a la ganancia de peso desde la
infancia, con una sensibilidad mucho mayor que considerando el efecto de un solo
marcador.

(Articulo completo adjunto en ANEXQOS)
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ARTICULO 6

Gonzéalez JR, Estévez MN, Giralt PS, Caceres A, Pérez LM, Gonzélez-Carpio M,
Ballester F, Sunyer J, Rodriguez-Lopez R. GENETIC RISK PROFILES FOR A
CHILDHOOD WITH SEVERELY OVERWEIGHT. Pediatr Obes. 2013 Apr 29. Doi:
10.1111/j. 2027-6310. 2013. 00166.x. [Epub ahead of print].

Obijetivo: Crear una puntuacion valida de riesgo genético para predecir cuatro perfiles
de riesgo a padecer sobre peso infantil.

Disefio: Estudio caso-control incluyendo como muestras caso a un grupo de nifios con
alta predisposicion familiar a la obesidad morbida. También se utiliz6 una cohorte de
nacimiento de la poblacion general de la muestra de validacion.

Sujetos: Para la muestra caso, 218 nifios con altos perfiles de riesgo genético a padecer
obesidad poligénica no sindrémica (edad: 1-10 afios) de dos cohortes de la poblacién
general. La muestra de validacion incluyé 635 nifios de dos cohortes de nacimiento que
pertenecen al proyecto INMA.

Medidas: Para la muestra caso 109 SNPs localizados en doce loci previamente
asociados con el IMC. Para la muestra validacion, los datos de todo el genoma
(utilizando el genotipado HumanOmnil-Quad Beadchip, de llumina) y medidas del
IMC a edades comprendidas entre los 3,5 y 5 afios de edad.

Resultados: EI GRS incluye seis SNPs. La distribucion de la puntuacion difiere entre los
casos y controles (p= 9.2 x 10, U de Mann-Withney), mostrando una asociacion
lineal significativa con la obesidad (OR por alelo 1.69; IC 95%= 1.46 — 1.97; p= 4.3 X
10" y AUC= 0.727; IC 95% 0.676 — 0.778). Los resultados fueron validados utilizando
la cohorte INMA (OR por alelo= 1.23; IC 95%= 1,03 — 1,48 y AUC= 0,601; IC 95%=

0,522 - 0,680.
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Conclusién: EI uso de nuestra puntacion genética propuesta proporciona informacién
atil para determinar los nifios que son susceptibles a padecer obesidad. Esta informacion
puede ayudar a disefiar protocolos de prevencion individuales y de gestion clinica.

(Articulo completo adjunto en ANEXQOS)
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V. DISCUSION

Nuestra serie pone de manifiesto la heterogeneidad de las bases genéticas de la OM. El
analisis en profundidad de casos de OM sindrémica permite identificar la existencia de
estas patologias de bajisima prevalencia en la poblacién general, asi como establecer las
pautas derivadas del consejo genético a la familia en cada caso. El analisis en
profundidad de cada caso, previo a su inclusion o descarte del estudio, evidencia la
necesidad de establecer criterios que permitan una clasificacion de los pacientes sobre la
base de la etiopatogenia predominante. Estudios como el que presentamos pueden ser de
gran ayuda para tal objetivo, y sefialan la importancia de la seleccidn correcta de casos
para el disefio de estudios genéticos de riesgo a enfermedades complejas (31. Rankinen
T et al. 2006; 45. Perusse L et al. 2005), estableciendo como criterios de alto riesgo que
el peso alcanzado por edad indicara OM antes de los 14 afios y que la valoracién del
arbol genealdgico mostrara una patente agregacion familiar. Se insiste en la bajisima
prevalencia de la obesidad monogénica, tanto sindrémica como no sindrémica, en la
poblacién general, que, sin embargo, no es despreciable en el contexto de una consulta
de genética humana. Segun criterios de alto riesgo respecto al peso alcanzado, edad y
valoracion del arbol genealdgico hemos observado un alto indice de heredabilidad de la
obesidad morbida entre los individuos afectados considerados como posiblemente no
monogénicos.

Se evaluaron 345 familias en total por el grupo de profesionales de la Unidad de
genética del Hospital Infanta Cristina de Badajoz, procedentes de las consultas de
Endocrinologia del Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz (nutricion y
dietética, y endocrinologia pediatrica) y de los Centros de Salud de Valdepasillas,

Montijo y puebla de Obando, también se hizo uso de la red publica de telemedicina de
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Extremadura para la recogida de datos, puesto que es una herramienta que mejora la
colaboracion de los grupos familiares (inspira en los pacientes una mayor naturalidad,
comprension, confianza y comodidad) y la accesibilidad a ndcleos poblacionales
aislados geograficamente.

Después de aplicar el protocolo establecido, se identificaron 35 pacientes como
obesidad sindrémica, 9 de los cuales mostraron alteraciones citogenéticas detectadas
con técnicas de citogenética convencional: 48 XXYY, 46,X,psu idic(X)(p.11.1),
del1g32.1-32.2, del3g25.3-26.2, del6g25.2-25.3, dell0p14-15.1, delllpl2pl5.1,
dup15q11-13 and dupl7qg11.11.1. También se identificaron 4 pacientes afectados del
Sindrome de Prader-Willi, 6 pacientes mostraron alelos mutados en el gen FMR1
(afectados del Sindrome de X fragil), dos de los cuales desarrollaron el fenotipo
correspondiente al Sindrome Prader-Willi like. Del mismo modo se identificaron 4
casos de obesidad sindroémica monogénica con una alteracion genética como agente
causal unico de la modificacion molecular: 2 pacientes que padecian el sindrome
Bardet-Bield, un paciente era portador de la mutacién C2202S en el exdn 23 del gen
NDS1 (Sindrome de Sotos) y, finalmente, en 2 familias (con 3 individuos afectados)
contintan en estudio como posibles afectados del Sindrome de Kallman. EI protocolo
de diagnostico fue completado para 12 pacientes sin encontrar ninguna alteracién
citogenética, eran pacientes que padecian obesidad sindrémica pero no se encontré
ningun sindrome que se ajustara a las caracteristicas fenotipicas complejas que
mostraban. En ciertos pacientes no diagnosticados podemos aplicar estrategias
diagnésticas combinadas, como el uso de arrays de SNPs de alta densidad, que pueden
ser de utilidad para identificar nuevos genes implicadas en el exceso de peso, de tal
manera hemos procedido con el caso de la paciente que padecia el Sindrome de

WARGO, portadora de la delecion del10g26.2qter.
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77 pacientes fueron englobados dentro del grupo de obesidad monogénica, se trataba de
adultos con obesidad manifiesta establecida antes de los 16 afios (IMC>40) y menores
de esa misma edad con peso superior a 3 desviaciones estandar, no presentaban retraso
mental, caracteristicas dismdrficas ni tampoco y/o anomalias congénitas en el
desarrollo. El arbol familiar de todos estos pacientes presentaba un claro patrén de
herencia mendeliana. Después de obtener el consentimiento informado necesario para
participar en el estudio, se procedi6 a la recopilacién de las muestras de sangre
periférica en EDTA de estos pacientes, indispensables para llevar a cabo la extraccion
de ADN.

Al realizar la secuenciacion del gen MC4R detectamos en 3 familias diferentes dos
mutaciones His76Arg y Gly32Glu, y el polimorfismo Val103lle.

La variante His76Arg se identifico en una mujer adulta en heterocigosis; se ha descrito
que dicho cambio de aminoéacido puede conferir una susceptibilidad heredada a padecer
obesidad manifiesta, con riesgos que oscilan entre 3.4 y 2.9 para una poblacion infantil
y adulta respectivamente, aunque realmente esta variantes no estd descrita en bases de
datos como Ensembl o NCBI, es el primer individuo en el que se identifica en poblacion
extremefia. Estudios funcionales no encuentran efectos en la respuesta de CAMP que
incrementa a-MSH vy la sobrexpresion de MC4R si lo comparamos con un individuo que
no es portador de la variante detallada (46. Stuzman F et al. 2008). En la secuencia del
gen MCA4R de esta paciente tampoco se han encontrado otras alteraciones ni cambios
polimorficos descritos en las bases de datos publicas mencionadas con anterioridad, que
pudiesen ser la base molecular causal Gnica del patron familiar observado en su arbol.
La mutacion, que no esta descrita en las bases de datos publicas, Gly32Glu se identificd
en heterocigosis en una mujer, en cambio si esta descrito que la prevalencia de esta

variante es de 0.67% comparado con una poblacién control, la presencia de esta variante
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no afecta de manera significativa al receptor MC4, de tal manera que estudios previos
indican la insuficiente demostracién de la correlacion entre la presencia de esta
mutacién y la aparicién de la obesidad (47. Ahituv N et al. 2007) (48. Calton MA et al.
2009). No se identificaron en la muestra de esta paciente otras alteraciones en el gen
MCA4R que pudiesen explicar como Unica causa el patron familiar referido en este caso.
El polimorfismo Vall03lle se identifico en un paciente varén en heterocigosis. Esta
descrito en las bases de datos publicas (Ensembl y NCBI), con una frecuencia alélica de
entre el 1 y 5%, teniendo en cuenta la variabilidad de esta frecuencia entre las distintas
etnias. Existen varios articulos de interés exponiendo la posible funcionalidad del
cambio, su probable efecto como polimorfismo de bajo riesgo en el disbalance
energético y control de la ingesta se contrapone a su no relacién con efectos
antropométricos, riesgo metabdlico ni cardiovascular. No se identificaron en la muestra
de este paciente otras alteraciones en el gen MC4R que pudiesen explicar como Unica
causa el patrén familiar referido en este caso. Los estudios funcionales realizados acerca
de esta variante no indican que la presencia del polimorfismo Val103lle esté relacionada
con alteraciones en el gen MC4R (49. Xian Z et al. 2010) (50. Stuzman F et al. 2007)
(51. Wang D et al. 2010).

Secuenciamos también el gen del receptor de Leptina (LEPR) e identificamos en una de
las pacientes una insercion en heterocigosis del dinucleotido TA (g.145524 14552 TA),
localizada en la region intrénica 76 nucle6tidos antes del codon START, esta insercion
no esta descrita en bases de datos publicas como Ensembl y NBCI, ademas es la
primera paciente en la que se identifica en poblacion extremefia. Hasta el momento no
se han realizado estudios funcionales acerca de esta variante, tampoco se ha descrito ni

validado su frecuencia alélica (52. Park KS et al. 2006). No se identificaron en la
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muestra de esta pacienta otras alteraciones en el gen MC4R que pudiesen explicar como
Unica causa el patron familiar estudiado en su arbol genealdgico.

Después de examinar y estudiar con detenimiento los niveles de biomarcadores como
HDL, LDL, colesterol total, triglicéridos y glucosa, cuyos resultados se obtuvieron de
las analiticas remitidas desde la consulta de Endocrinologia del hospital, comprobamos
que estos cuatro pacientes no presentaban ninguna alteracion en los niveles de estos
biomarcadores, tampoco referian sindrome metabdlico ni riesgo cardiovascular, aunque
la paciente portadora de la variante en LEPR presentaba talla baja e hipotiroidismo
hipotalamico.

Corroboramos en nuestros pacientes clasificados como obesidad monogénica la baja
prevalencia de este tipo de obesidad, aunque con un elevado impacto familiar, de los
resultados observados se deduce que en estos pacientes no se relaciona la existencia de
mutaciones en una region codificante y/o zonas adyacentes, de los genes MC4R y
LEPR. La etiologia de la mayoria de estos casos de obesidad se define por
caracteristicas poligénicas y multifactoriales, no por la presencia de una base molecular
causal Unico identificado en el gen estudiado.

La heterogeneidad entre los estudios de los resultados obtenidos, tanto de los GWAS
como de los estudios de casos-controles para el andlisis de la distribucién de los
polimorfismos candidatos, es un dato por tener en cuenta para construir definitivamente
un perfil genético de riesgo a la enfermedad (53. Lindaren CM et al. 2009). Sin
embargo, es evidente que variables como los fallos en el genotipado, la estratificacion
de poblaciones, la seleccion adecuada de la serie de individuos controles y, sobre todo,
la diversidad fenotipica de los sujetos considerados como casos en los diferentes

estudios puede sugerir falsos negativos.
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La variabilidad interindividual del gen FTO es de gran interés en la busqueda de alelos
de susceptibilidad a padecer OM. Corroboramos la asociacion del SNP rs9939609 con
la patologia, identificando en nuestra serie riesgos de 1.76 y 3.28 para los individuos
con genotipo heterocigoto (T/A) y homocigoto para el cambio (A/A) respectivamente.
Tales resultados corroboran lo publicado en la poblacion del norte de Europa (43. Cecil
JE. 2008), respecto a la relacion del SNP rs9939609 con elevados IMC; los riesgos
calculados en otros estudios para los mismos genotipos son inferiores, inferidos a partir
de series mas amplias, pero cuyos casos fueron seleccionados Unicamente por
desarrollar obesidad grave a cualquier edad, de tal manera que el andlisis de la
distribucion de la diversidad haplotipica del gen FTO en nuestro estudio, incluyendo el
SNP de interés, potencia la significacion de los hallazgos obtenidos; OR: 3.03 (IC95%
1.74-5.27). El alelo de riesgo identificado muestra una frecuencia del 55% en nuestra
serie de pacientes, pero alcanza solo el 16% en poblaciones asiaticas, siendo conocido y
ampliamente aceptado que dicha raza muestra una de las prevalencias mas bajas de OM,
estudios epidemioldgicos podrian revelar la implicacion de las diferencias observadas
en las distintas tasas de prevalencia de la OM en estas poblaciones. Se analizd la
correlacion entre algunos parametros bioquimicos, incluyendo glucosa, HDL, LDL,
colesterol total y triglicéridos, y la obesidad entre los pacientes homocigotos AA para el
rs9939609 (AA), separados por sexo. Asi se observaron unos niveles mayores de LDL,
triglicéridos y colesterol total entre las mujeres que en los hombres, en cambio los
niveles de HDL eran similares en los dos grupos. No se encontraron asociaciones
estadisticamente significativas con otros parametros significativos (no se muestran estos
datos).

Analizando con detenimiento los datos de genotipado del SNP 9939609 para el grupo

de pacientes clasificados como obesidad sindromica, que se encontraban en equilibrio
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de Hary-Weinberg, se identificaron en este grupo riesgos de 2.40 y 1.86 para los
individuos con genotipo heterocigoto (T/A) y homocigoto para el cambio (A/A)
respectivamente, de tal manera que la presencia del alelo en heterocigosis aumenta el
riesgo a padecer OM, pero no lo hace cuando aparece en homocigosis, la contradiccion
de estos resultados indica que el tamafio muestral en este grupo es pequefio y habria que
aumentarlo para comprobar la veracidad de estos resultados obtenidos. Ademas las
alteraciones bioguimicas de estos pacientes estaban asociadas a los diferentes sindromes
de los que fueron diagnosticados.

De igual manera se procedié con el grupo de pacientes pertenecientes al grupo de
obesidad no sindromica monogénica, se identificaron en este grupo riesgos de 1.95 y
3.11 para los individuos con genotipo heterocigoto (T/A) y homocigoto para el cambio
(AJA) respectivamente, vemos que la presencia del alelo en homocigosis sefiala un
mayor riesgo a padecer OM. Curiosamente analizando detenidamente las caracteristicas
genotipicas con respecto al SNP 9939609 de los pacientes en los que se encontraron las
variantes en los genes MC4R y LEPR, las cuales no se relacionaron con el patron de
herencia detectado en ellos, eran todos homocigotos para el alelo de riesgo. Ademas
estos individuos no presentaban ninguna alteracion bioquimica particular que no
presentaran otros individuos obesos con otros genotipos distintos dentro del mismo
grupo de obesidad.

Se ha sugerido ampliamente que el efecto observado del SNP rs9939609 (T/A) en
cuanto a la aparicion de la obesidad se relaciona con una respuesta inadecuada a la
sensacion de hambre e, incluso, a un trastorno de la sensacion de saciedad (41. Den
Hoed M et al. 2009).

Se genotiparon también los cambios rs1861868 (G/A) y rs9939609 (T/A), comparando

sus frecuencias genotipicas y haplotipicas tanto en el grupo de pacientes como en el
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grupo control. . Los individuos portadores del haplotipo rs1861868G / rs9939609A del
gen FTO, mostraron un incremento de 3,03 (intervalo de confianza del 95%, 1.74 —
5.27) a padecer obesidad morbida en nuestra poblacion. Ademas un analisis estadistico
reveld que la combinacion rs1861868G/ rs9939609A aparecia en el 9% de los controles
frente al 19% de los pacientes y la combinacion rs1861868A/ rs9939609A aparecia en
el 27% de los controles frente a un 38% de los casos, de tal manera que ambos
haplotipos mostraron un incremento del riesgo a padecer OM. La correlacién genotipo-
fenotipo reveld la disminucion del porcentaje de neutréfilos en las combinaciones que
incluian uno o ambos SNPs, con mayor una diferencia en los pacientes portadores al
menos de un haplotipo rs1861868 A/rs9939609 T. Ajustado por la cifra de leucocitos,
la diferencia se cifr6 en 0.07 veces menos (IC 95%, -0.13 a -0.01) que los individuos
normales rs1861868G/rs9939609T. Posteriormente genotipamos 31 SNPs que
flanquean la regién de riesgo del intron 1 del gen FTO que incluye las variantes de
riesgo publicadas rs1861868 y rs9939609.

El haplotipo 1861868G/rs1477196A/rs9939609A mostrd claras diferencias en su
distribucion entre casos y controles, OR: 2,94 (1.C 95% 1,16-7, 69; p= 0,0228). Dicho
haplotipo relacionado con el incremento de peso fue mucho mas fuerte en mujeres,
comprobamos que el 90% de los controles portadores fueron varones. Ademas esta
combinacion se asocid con la elevacion de los niveles del indice glucémico, OR: 2,99
(1.C 95% 0,99-9,09) comparando los pacientes portadores del haplotipo identificado
como de riesgo a obesidad frente a los individuos controles. También se asoci6 con
elevacion de niveles de colesterolemia, O.R: 3,05 (I.C 95% 1,01-9,23) comparando los
pacientes portadores de dicho haplotipo frente a los individuos controles.

Por otro lado el analisis estadistico identifico un bloque de desequilibrio de ligamiento

definido por el haplotipo rs1477196G/ rs17817449G/rs9939609A (p-valor 3.1 x 107).
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Portadores de la combinacion GGA mostraron un incremento del riesgo a obesidad
(O.R 2.07 1C95% 1.41-3.04) respecto a aquellos individuos con el haplotipo de regencia
ATT. EI SNP rs9921255 también mostré una asociacion estadisticamente significativa
(O.R 1.77; 1C95% 1.15-2.74 y O.R 5.78; CI95% 1.22- 27.49) para heterocigotos y
homocigotos respectivamente, no segregando con el haplotipo de riesgo descrito
previamente. Confirmamos, por lo tanto, la importante interaccion publicada respecto a
la variabilidad del intron 1 del gen FTO en la susceptibilidad heredada a padecer
obesidad acotando los limites de la region de interés. El riesgo atribuible al gen FTO
alcanzé el 34% en individuos homocigotos para la combinacion del haplotipo GGA y el
alelo C del rs9921255, siendo mayoritario en mujeres. El perfil de riesgo sefiala
individuos en los que aplicar estrategias para identificar las variantes causales de los
riesgos observados.

Nuestra serie evidencid la importante heredabilidad de la obesidad y su relacion con la
aparicion severa en la infancia. Esta caracteristica maximizé el poder estadistico y
redujo el tamafio muestral imprescindible para la variabilidad de nuestro estudio de
asociacion.

Nuestro estudio no encontré asociacion entre el genotipo del gen FTO vy las
caracteristicas especificas de la obesidad desarrollada, aunque la temprana edad de los
pacientes puede enmascarar posibles alteraciones bioquimicas diferenciales. Si reveld
resultados preliminares respecto a la mayor capacidad deletérea del gen en la fisiologia
de la mujer, con un fenotipo basado en la ansiedad de ciertos pacientes, homocigotos
para el haplotipo de mayor riesgo, cuya hiperfagia puede tener un efecto sedante para
combatirla (54. Tanofsky- Kraff M et al. 2009).

La disfuncion en el gen FTO podria aumentar la susceptibilidad de ciertos individuos a

padecer un estado de ansiedad, no reactivo a ningn factor exégeno, mejorable mediante
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habitos como el uso persistente del chupete en la infancia. El inicio de la autonomia
para la ingesta en el nifio puede buscar, complementar e incluso sustituir tal efecto
sedante por el que también genera la ingesta. La fisiologia de la mujer podria ser mas

vulnerable a dicha situacion.

En 218 de los pacientes hemos asumido una posible base poligénica de su obesidad,
constituyendo una serie de enorme interés para la busqueda de perfiles genéticos de
riesgo mediante estudios de asociacion. Llevamos a cabo la seleccion de SNPs “llave”
en el gen FTO y 11 genes candidatos mas: SEC16B, BDNF, ETV5, SH2B1, GNPDA2,
LYPLAL1, MSRA, TFAP2, KCTD15, MTCH2 y NEGR1, a partir de los datos

disponibles en www.ensembl.org. El objetivo fue identificar los marcadores con mayor

potencial para analizar la posible asociacion de la regiébn gendmica de los genes
seleccionados con el peso (Figura 1). Tuvimos en cuenta los datos disponibles de
genotipos y frecuencias de las variables genéticas (SNPs) identificadas en poblacion
Europea  del International  Haplotype = Mapping  Project web  site

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-perl/gbrowse/hapmap27_B36). Del conjunto de

variantes seleccionamos las que cumplian mejores criterios de SNPs “llave”, utilizando

el software Haploview (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/). Consideramos

Unicamente aquellos SNPs cuyo alelo minoritario mostraba una frecuencia de al menos
un 10%, y asociado o segregado con cualquier otro SNP del conjunto elegido con un
valor méximo de r’ de 0.80. Teniendo en cuenta el tamafio muestral, la frecuencia de
los SNPs elegidos, la distancia de la region a analizar y la financiacién con que
contabamos para esta parte del estudio, forzamos la seleccion de SNPs a un méaximo de
151 SNPs “llave”. Dado los datos de la literatura, consideramos imprescindible incluir

los SNPs rs17817449 y rs9939609.
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Figura 1: Representacion de la distribucion de bloques haplotipicos del gen FTO. EIl haplotipo es un
conjunto de SNPs existentes de manera contigua en una sola cromatida. Se encuentran asociados en
porcentajes identificados y/o calculados de individuos, heredandose en grupo, con indices conocidos. Los
puntos en rojo indican alta asociacién entre SNPs (r>>0.80) y en claro, incluso blanco, la no segregacion

conjunta (www.ensembl.org).

Se genotiparon en este conjunto de individuos, el total de SNPs considerados de interés

por su localizacién en los genes candidatos. EI método empleado fue discriminacion

alélica mediantes las sondas de Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City,

CA, USA) TagMan 7300 system (Figura 2) y la plataforma de genotipado Sequenom

(Figura 3).
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Figura 2: Genotipado de SNPs mediante técnicas discriminacion alélica. Representacion de los resultados
obtenidos de un ensayo de discriminacion alélica correspondiente al genotipado del SNP con rs99396009.
Los puntos en rojo representan individuos homocigotos para el SNP, los triangulos verdes a individuos
heterocigotos para el cambio y los rombos azules a individuos homocigotos normales.
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Figura 3: Genotipado de 12 SNPs para los 218 pacientes y 190 controles mediante la plataforma
Sequenom, la cual ofrece una elevada fiabilidad a un coste muy inferior a la técnica Tagman para los 151
SNPs seleccionados en el estudio. Se observa la diferenciacion de los individuos en tres grupos para cada
SNP analizado, segln su genotipo: homacigotos normales, mutados o heterocigotos.
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Aplicamos la ley de Hardy-Weinberg y comparamos las frecuencias genotipicas y
haplotipicas en ambos grupos poblacionales, usando el test de la Chi cuadrado. El
analisis de asociacion de SNPs se realizd6 mediante el test estadistico likelihood ratio,
basado en modelos de regresién logistica y considerando un modelo aditivo de herencia.
Estimamos valores de Odds Ratio con un intervalo de confianza del 95%. Para el
analisis estadistico de asociacion de SNPs con la enfermedad empleamos el software
SNPassoc R package. La relacion de haplotipos con la enfermedad se llev6 a cabo con
haplo.stats R package. Redefinimos la construccion de haplotipos para identificar la
localizacion exacta de la region en estudio que pudiera contener una alteracion genética
funcional, construyendo haplotipos de 2 y 3 SNPs a lo largo de aquellos bloques de
desequilibrio de ligamiento que hubiesen mostrado asociacion con obesidad mérbida,
con una significacion estadistica. Todos los haplotipos del gen con frecuencias menores
al 2% se reunieron en una misma categoria. Aplicamos el método estadistico
Benjamini-Hochberg para evitar falsas asociaciones.

Calculamos el desequilibrio de ligamiento de la region de interés de FTO, en valores de
r? y para cada SNP con el resto, en nuestra serie completa analizada. Calculamos el
riesgo acumulativo de los perfiles de riesgo que acumulaban los distintos SNPs
identificados como asociados a la enfermedad, de entre el total analizado. Estimamos el
riesgo incrementado por alelo, segln el Modelo de regresion logistica. Correlacionamos
las caracteristicas clinicas, hematoldgicas y bioquimicas diferenciales entre pacientes

con perfiles genéticos determinados.

El estudio fue aprobado por los Comités de Etica e Investigacion del Hospital Infanta

Cristina de Badajoz.
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La elaboracion de un proceso asistencial nos ha permitido definir los criterios de
derivacion de cada consultante a las distintas especialidades implicadas en la patologia,
coordinando la labor de los profesionales que participan en el mismo. Llevamos a cabo
la construccién de bases de datos que describen la serie recopilada en nuestra poblacidn,
sindromes identificados, detalle del espectro mutacional de los genes de alta
susceptibilidad a obesidad no sindromica analizados y las frecuencias alélicas de las
variantes genéticas en estudio por su posible asociacién con la susceptibilidad heredada
a obesidad, asi como datos de la distribucién poblacional de sus combinaciones en

nuestro ambito.

Consideramos de extremo interés, los resultados obtenidos tras la finalizacion del
genotipado de 151 SNPs candidatos en 11 genes igualmente candidatos. El analisis de
los resultados del estudio caso-control ha definido perfiles de riesgo hereditario basado
en el nimero de alelos de riesgo existentes para 6 SNPs que flanquean secuencias
asociadas con la enfermedad previamente descritas, identificandose el primer “score” de
riesgo heredado a padecer obesidad morbida en poblacion espafiola. Hemos validado la
utilidad de nuestro 'score' genético en una cohorte de recién nacidos (cohorte INMA).
Los resultados se replican en 49 nifios obesos (BMI z-score > percentil 90) de un total
de 653 nifios. En nuestro estudio, el riesgo de desarrollar la enfermedad aumenta un
70% por cada alelo de riesgo (p-valor: 1.77x10™2), mientras que en la cohorte de recién
nacidos este riesgo es del 19% (p-valor 0.042). Esto indica que nuestros resultados
podrian aplicarse en programas de prevencién primaria a esta patologia.

Nuestras conclusiones aseguran la utilidad de las estrategias de Genome Wide
Asociation Studies (GWAS) en la investigacion de la etiopatogenia de una enfermedad

poligénica y multifactorial como la obesidad. El disefio de nuestro estudio ha resultado
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de gran utilidad para sefialar otros genes candidatos, implicados en las rutas funcionales

de los genes sefialados en nuestro estudio (Figura 4).
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Figura 4: Rutas y nuevos genes candidatos a estudio de la heredabilidad de la obesidad, relacionados con
los genes que conforman el perfil de riesgo a obesidad morbida. Las lineas azules indican uniones fisicas,
las grises relaciones funcionales, las rosas modulacién postranscripcional, las purpuras catalisis y las
amarillas expresion génica.

Los andlisis de perfiles genéticos de riesgo aplicados a la poblacion general ofrecerian
la posibilidad de identificar un mayor porcentaje y definido porcentaje de
personas sobre la que ejercer las méaximas medidas de prevencién primaria, Unica
estrategia de futuro en el abordaje de la enfermedad.

Tan sblo el abordaje multidisciplinar y especializado permite desarrollar estrategias
diagndsticas, de evaluacion y manejo de la obesidad mdrbida con tasas de prevencion y
curabilidad de eficacia superior a las que hoy conocemos a partir de los multiples

esfuerzos nacionales e internacionales que se despliegan para ello.
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VI. CONCLUSIONES

1. Nuestra serie pone de manifiesto la heterogenidad de las bases genéticas de la

OM vy la necesidad de abordar cada paciente de manera individualizada.

2. El anélisis en profundidad de pacientes afectados de OM sindrémica permite
identificar la existencia de estas patologias de bajisima prevalencia en la
poblacién general, pero con enorme impacto familiar y que redundan en costes

econdmicos directos e indirectos muy elevados al Sistema Publico de Salud.

El diagnostico genético de estos casos permite establecer pautas de gran
eficiencia para el manejo clinico de cada paciente, su seguimiento, prediccion de
morbilidades y protocolos de prevencién primaria y secundaria. Resulta de gran
utilidad poder aplicar las conclusiones obtenidas al resto de la familia en cada
caso. Ciertos pacientes, en los que jamas se llegé a un diagnostico, se han
beneficiado de las estrategias diagnosticas combinadas utilizadas, cuya
informacidn sefiala genes implicados en el exceso de peso y sugiere la existencia
de nuevos candidatos.

En este caso resulta evidente la importancia de incluir pacientes con alto riesgo a

desarrollar patologias de bajisima curabilidad y elevada morbilidad, como es el caso de

la OM, en programas de vigilancia multidisciplinar que sigan protocolos consensuados

y coordinados.

Las técnicas de array permitiran la descripcion exacta de la alteracién genética en un

porcentaje muy interesante de estos casos, identificando nuevas alteraciones de
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susceptibilidad congénita a sufrir obesidad que incluso sefialardn nuevos genes
candidatos. Unidos a la ultrasecuenciacién ya resultan una magnifica alternativa para el
abordaje de la enfermedad, sugiriendo nuevas estrategias de diagndstico, evaluacion y

manejo clinico de mayor eficiencia para la prevencion y curabilidad de la OM.

3. Respecto a los casos de obesidad monogénica no sindromica, vamos definiendo
el espectro mutacional del gen MC4R en poblacion extremefia. Esperamos
conocer el porcentaje de casos de obesidad manifiesta que se relacionan con
mutaciones en el gen MC4R en nuestra serie. Hemos identificado las primeras
dos mutaciones en el gen MC4R, detectadas por primera vez en poblacion
espafiola. El estudio de segregacién familiar en ambos nucleos familiares
aportara datos de gran interés y nos permitira ampliar los datos recopilados, asi

como la busqueda y estudio de nuevos individuos afectados.

4. En el estudio de obesidad poligénica no sindrémica, base molecular del mayor
porcentaje de casos, pretendimos identificar variantes genéticas que, de manera
individual o en combinacion, definan perfiles heredados capaces de explicar un
porcentaje del riesgo a padecer OM. La variabilidad interindividual del gen FTO
se consideré de gran interés en la busqueda de alelos de susceptibilidad a
padecer OM.

Hemos recopilado una serie en la que hemos observado un alto indice de heredabilidad
de la obesidad mérbida, con representacion de fenotipos extremos y pertenecientes a
familias que refieren una agregacion evidente de casos de obesidad manifiesta. Ello ha
podido facilitar el alcanzar los valores claramente significativos de las asociaciones

detectadas, a pesar de contar con un tamafio muestral moderado.
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Los resultados corroboran lo sugerido por los estudios masivos de GWAS, que
sefialaban en intron 1 del gen FTO como de extremo interés para el conocimiento de las
bases moleculares de la enfermedad. Corroboramos lo descrito por algunos autores

respecto a la mayor sobrerrepresentacion de esta variante entre pacientes mujeres.

Consideramos de extremo interés, los resultados obtenidos tras la finalizacion del
genotipado de 151 SNPs seleccionados en 11 genes candidatos. El andlisis de los
resultados del estudio caso-control ha definido perfiles de riesgo hereditario basado en
el nimero de alelos de riesgo existentes para 6 SNPs que flanquean secuencias
asociadas con la enfermedad previamente descrita, identificAndose el primer “score” de
riesgo heredado a padecer obesidad morbida en poblacion espafiola. Hemos validado la
utilidad de nuestro 'score' genético en una cohorte de recién nacidos (cohorte INMA).
Los resultados se replican en 49 nifios obesos (BMI z-score > percentil 90) de un total
de 653 nifios. En nuestro estudio, el riesgo de desarrollar la enfermedad aumenta un
70% por cada alelo de riesgo (p-valor: 1.77x10™2), mientras que en la cohorte de recién
nacidos este riesgo es del 19% (p-valor 0.042). Esto indica que nuestros resultados

podrian aplicarse en programas de prevencién primaria a esta patologia.

5. Nuestras conclusiones aseguran la utilidad de las estrategias de Genome Wide
Asociation Studies (GWAS) en la investigacion de la etiopatogenia de una
enfermedad poligénica y multifactorial como la obesidad. El disefio de nuestro
estudio ha resultado de gran utilidad para sefialar otros genes candidatos,

implicados en las rutas funcionales de los genes sefialados en nuestro estudio.
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Apstract

Resumen

Objective: The use of telemedicine appears as very good potential option for optimizing genetic counseling within healthcare
systems, however the role of the healthcare providers involved in this process is still unknown. Method: 20 professionals had
participated in 126 genetic counseling teleconsultations through the Extremadura public telemedicine network; the process has
been characterized, the activity and the competence of the staff involved has been established, and the differences observed
regarding the same face to face healthcare activity has been evaluated. Results: the 17 healthcare providers in charge of the
telemedicine network pointed out the diversity of existing profiles and activities in the process of genetic counseling. The 3 ge-
neticists noticed the good conditions provided by the system for its coordination, with a multidisciplinary nature. Users agreed
that the service is easy to use, mainly for its understanding and efficiency. Conclusions: we consider that the tool improves the
collaboration level of families and the accessibility of population groups with some degree of geographical isolation.

Key words: Genetic Counseling; Telemedicine; Remote consultation; Healthcare Systems,; Public Health.

Aplicacion de la telemedicina para la practica del consejo genético en Extremadura

Objetivo: El uso de la telemedicina emerge como una opcién de gran potencial para la optimizacion del consejo genético dentro
de los sistemas sanitarios, sin embargo se desconoce el detalle del acto médico, el papel de los sanitarios implicados. Método: 20
profesionales han participado en 126 teleconsultas de consejo genético a través de la red publica de telemedicina de Extremadura;
hemos caracterizado el proceso, establecido la actividad y competencia del personal implicado y evaluado las diferencias obser-
vadas respecto a la misma actividad asistencial presencial. Resultados: los 17 profesionales encargados de la red de telemedicina
destacaron la diversidad de los perfiles y actividades existentes en el proceso del consejo genético. Los 3 genetistas resaltaron las
facilidades que ofrece el sistema para la coordinacion del mismo, necesariamente multidisciplinar. Los consultantes coinciden en la
comodidad, naturalidad, comprension y eficiencia del servicio. Conclusiones: consideramos que la herramienta mejora el nivel de
colaboracion de los grupos familiares y la accesibilidad de nticleos poblacionales con cierto aislamiento geografico.

Palabras clave: Asesoramiento Genético, Telemedicina; Consulta Remota; Sistemas de Salud; Salud Publica.
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Resumo

INTRODUCTION

Videoconferencing appears as a very interesting alterna-
tive for ensuring equal access for patients and profession-
als to experienced and good quality exam units and genetic
counseling, developed within public health systems.

In general, satisfaction levels of professionals and pa-
tients are high for the first group of specialties used'?®.
However, the experience in genetics is very limited and
very much restricted to specific programs such as prenatal
diagnosis* or detection of hereditary cancer syndromes®.
Telemedicine has appeared to be useful in a group of spe-
cialties that solve a given physician-patient inter-consulta-
tion or when the professional provides information regard-
ing an image or a functional exam (without the presence of
the patient). Nevertheless, genetic counseling is an exam-
ple of a multidisciplinary activity in which the physician who
sends the case, geneticists, related specialists, general
practitioner and the consulting subject/family/population
join information and knowledge in order to diagnose and
design the best clinical management of the case. During
the process, healthcare providers act as trainers of other
professionals and consulting individuals, and the best pos-
sible results obtained from the ongoing genetic study de-
pend on his/her success. The nursing team is essential for
the development of the study and for the relationship with
the family.®” It is important to review the experiences pub-
lished in order to incorporate their conclusions of the new
exams®. It seems important to control the participation of
staff who is not engaged in the conversation taking place
during the videoconference.®

The goal of genetic counseling is to analyze heredi-
tary disorders, informing people on the risks they face
when suffering and transmitting some given diseases
and, in some cases, to customize medical intervention
according to the genetic background of each person.

Aplicagcéo da telemedicina para a pratica do aconselhamento genético em Extremadura

Objetivo: O uso da telemedicina surge como uma op¢do de grande potencial para a otimizagdo do aconselhamento genético dentro
dos sistemas de saude, entretanto o papel dos profissionais de saude envolvidos nao é conhecido detalhadamente. Método: 20
profissionais participaram em 126 teleconsultas de aconselhamento genético através da rede publica de telemedicina de Extrema-
dura; caracterizamos o processo, estabelecemos a atividade e competéncia do pessoal envolvido e avaliamos as diferencas obser-
vadas em relacao a mesma atividade assistencial presencial. Resultados: os 17 profissionais encarregados da rede de telemedicina
destacaram a diversidade dos perfis e atividades existentes no processo de aconselhamento genético. Os 3 geneticistas aponta-
ram as facilidades que o sistema oferece para sua coordenacéo, necessariamente multidisciplinar. Os consultantes concordam na
comodidade, naturalidade, compreenséo e eficiéncia do servico. Conclusdes: consideramos que a ferramenta melhora o nivel de
colaborac¢édo dos grupos familiares e a acessibilidade de nucleos populacionais com certo isolamento geografico.

Palavras-chave: Aconselhamento Genético; Telemedicina; Consulta Remota; Sistemas de Saude; Satide Publica.

Genetic exams mean progress for healthcare and an
opportunity to develop preventive medicine. Its practice
requires investment and the control of benefits and risks
depends on the seriousness with which the convenience
of applying genetic exams in each case is considered.”®
It is extremely important that the system ensures volun-
tary access, after receiving all the required information
on the global process. Results generate data or genetic
information of the subject analyzed, regarding inherited
or congenital properties that are able to affect future
generations and from which the result of non analyzed
related subjects is inferred.™

The knowledge on genetic exams, the set of decisions
that the new technologies used require, their nuances and
possible implications are still not enough. It is extremely in-
teresting to promote them, since genetic exams are gradu-
ally becoming a part of the daily routine in healthcare sys-
tems. Therefore, both healthcare providers and patients
must be able to master its use and to control its risks.

Its importance coincides with the development of other
technologies in healthcare systems, such as telemedicine.
This is why it is advisable to determine its application within
a responsible framework of activities, regulated with mea-
sures that ensure an environment of trust and credibility.

Extremadura has 41,634 km?, with a population of
1,071,000 inhabitants; its low demographic density (25.7
inhabitant/km?), its geographical distribution with preva-
lence of rural areas, the increasing ageing of its population
and the long distances to hospitals make it difficult the ac-
cess to more specialized health resources for a significant
part of the population. In 2003, healthcare providers of the
region decided to implement a homogenous telemedicine
network, in an attempt to have a balance among the 8
healthcare areas that make up the healthcare map of the
region. Cardiology, dermatology, vascular surgery and radi-
ology are the specialties that have used this network more.
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glemedicine app

n for genetic counseling in Exire

In 2010 the network is extended to its 14 hospitals and 30
Health Centers, even with the integration of health centers
with specific access difficulties, such as Prisons and Cen-
ters for Assisted People.

Here we show our first experience using telemedicine
for diagnosis and investigation of genetic diseases: devel-
opment framework, identification and criteria for selecting
candidates for genetic counseling and analysis, strategies
applied to research.

METHODS

The Telemedicine Network in Extremadura is imple-
mented with the Multi Protocol Label Switching (MPLS) and
Macrolan technology with symmetrical access lines rang-
ing from 2 Mbps until 400 Mbps. Point to point and “l.P.”
connections are made (Figure 1). Its geographical distribu-
tion is shown in Figure 2.

When suspecting that a patient may be a candidate for
a genetic study, doctors refer the case to the Unit located at
the University Hospital Center in Badajoz, it is there where
the appointment is made for the patient to have a consulta-
tion or a teleconsultation according to the place where he/
she lives. Geneticists received the request from a clinical
report and/or a referral document for evaluating high risk
criteria, prepared for each screening program as the he-
reditary cancer syndromes detection program.

The group of professionals involved in the telemedi-
cine network participated as the support staff for the
implementation of the new service. Patients were seen
through online or offline teleconsultations, with a working
schedule of 6 hours per week. Geneticists did the evalu-
ation, diagnosis and counseling of 111 clinical cases sent
by oncologists, neurologists, endocrinologists, internists,
ENT specialists and nephrologists. After receiving detailed

information on the procedure, each participant signed a  Figure 02 - Distribution of Telemedicine stations around Extre-
written consent. A protocol for case referrals was prepared madura.

Network.

Table 1 - Activity of Genetic Counseling Consultation through Telemedicine in the above mentioned period.

Health Area Center with TM Population N° patients N° families Prevailing Pathology
Badajoz 6 13 51 25 Family Ca Program
Don Benito-Vva 3 22 10 Neurology
Caceres 1 2 2 2 Family Ca Program
Llerena-Zafra 4 5 29 11 Family Ca Program
Mérida 2 22 9 Morbid Obesity
TOTAL 16 32 126 57
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for evaluation from primary to specialized care at the Unit
of genetics, appointments of patients according to criteria,
collection and transportation of samples, issuing reports
and selecting new candidates for the study. The team of
geneticists contributed with its wide experience on face
to face genetic counseling consultations and the group
of healthcare providers with experience on telemedicine
coordinated the new process based on what they knew
on all 16 specialties that had used the telemedicine net-
work in Extremadura since 2003. The through literature
review and the close collaboration kept with the reference
units for genetic counseling in other regions, contributed
with the good quality of the process. The professionals in
charge of the videoconference controlled the appointment
system, the preferences of patients/family regarding the
following appointment and their opinion on the advantages
and problems of the procedure. Every first interview start-
ed with the reason or clinical suspicion that generated the
referral of the case to the unit of genetics and it followed an
agreed upon process which was adequate for the pathol-
ogy being evaluated. The first interviews always finished
with the informed consent, sample request, written infor-
mation on the analyzed disease and a report issued as a
summary of the justification, intervention and the conclu-
sions taken from the medical act. Everybody gave details
of their perception regarding the use of telemedicine for
diagnosis and genetic counseling.

RESULTS

Seventeen professionals with experience ranging from
2 to 7 years in telemedicine and 3 geneticists with 3, 6 and
12 years of experience each on face to face consultation
took part. During a period of 9 months 126 appointments
were made, of these 111 were 1%t time consultations and
15 were successive visits, during 6 hours per week and to-
gether with the 6 or 8 hours dedicated to the same activity
at the Unit for 4 years.

The average time of the appointment for genetic coun-
seling through the telemedicine network was similar to the
time used in the face to face consultation, estimated in 30
minutes. Patients/families provided the follow up of the
drawing of the family tree in real time to obtain as much
concentration as possible for the informer. Generally, it was
noticed that the camera system helps to keep the attention
and increases the effort that patients have to make to com-
municate and to make them to be understood.

Quite often, both consultants and healthcare providers
had the feeling that genetic data are different from other
type of medical information, due to its nature. This was
added to the confusion caused for the fact that the goal
of the appointment belonged to the scope of research.
Healthcare providers made frequent comments on the de-
layed access to genetic tests, the difficult diagnosis of the
so called rare diseases, asking about quality parameters,
confidentiality and even the control over the samples in
the case of underage patients. Only one family, sent for
the diagnostic suspicion of fragile X syndrome in one of
the sons, requested to carry on with face to face appoint-
ments, travelling 180 km after the second teleconsultation.
The system ensured strict confidentiality on the delivery
of the results in a personalized way to the person being
analyzed or to his/her legal guardian. Similarly, each report
issued was sent to the physician who referred the case
to our unit, since all patients seen authorized us to do so.
Two patients sent for the study with suspicion of heredo-
degenerative ataxia and Huntington disease had to be re-
assessed in a face to face appointment by the Neurology
Service of the Hospital Center, because of the doubt re-
garding the referral for genetic testing.

The common and unadvisable practice of communi-
cating negative results to family members with genetic al-
terations, by phone or by regular mail, is avoided with the
videoconferencing system that tries to stop individuals from
travelling long distances just to receive a report with such
information.

Telemedicine is an excellent tool to disseminate knowl-
edge on the scientific base of the pathologies evaluated,
being extremely useful for training healthcare providers
working with the individuals affected, helping them to un-
derstand and assimilate their process in terms of the dis-
ease prognosis, as well as helping them to decide among
the options available. As a result individuals were more
confident to access the genetic unit and there was also a
higher number of individuals who used the results obtained
from their relatives analyzed, once they were informed by
them on the possible benefits. It could also be noticed that
the training on genetics of healthcare providers working in
primary care is reflected in the way they encourage patients
to use it. A special attention was given to the fact that vid-
eoconferences ensure the individual right to know the pos-
sible family members affected.

The system used ensured and improved equal access
to information and to quality genetic services, avoiding
possible mistakes when sending samples (even to dif-
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ferent members of the same family) to hospital labs and
universities in different regions of the country. The acces-
sibility of the telemedicine network in Extremadura was
essential to overcome the specific geographical features
of the region, helping access from rural areas such as
Penalsordo (203 km away from the Hospital Center in
Badajoz) to the reference unit for genetic diagnosis of the
suspected pathology.

The lack of a common regional goal for offering these
services with the same quality for all citizens was identi-
fied. In addition to the division of the existing genetic units
there is also the diversity of its service portfolio, within a
national scope significantly heterogeneous in terms of
quality, without clear reference systems and with different
laws among the regions that wait for a regulation from the
Central Government.

The use of the regional telemedicine network made
possible to take measures to avoid the unwanted social
consequences of genetic testing. It allowed the group of
healthcare providers and patients to come to an agreement
on whether the expected benefits of the referral for genetic
analysis offset its risks. Also special attention was given to
its justification: identification of serious alterations, search
of results with prognosis value and parallel design of health
intervention for follow up, including reproductive options.

This was the central axis for designing the program
for detection and counseling on hereditary cancer syn-
dromes that, as it happens in prenatal diagnosis, early
diagnosis of cystic fibrosis and non syndromic heredi-
tary hearing impairment is critical to create the adequate
medical environment to provide information before the
genetic exams and counseling after them, before offering
the screening services.

The economic dimension of the screening programs
based on the traditional appointment system was not in-
creased with the incorporation of videoconferences.

We corroborate that specialized genetic counseling
has consolidated itself as a basic health requirement and
it needs professionals with demonstrable specific training.
However, it was clearly seen that non specialized physi-
cians and other members of the healthcare team were ex-
tremely useful when providing patients with related specific
information. Their role was essential to help individuals or
families to understand and face the genetic disorders af-
fecting them, contributing with appropriate explanations
added to the ones given by the geneticists during the tele-
consultation, although the time spent for explanations was
considered enough.
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We would like to point out that despite the convenience
of having a common base on the law for genetic counsel-
ing, practices should be adapted and modified according
to the social and cultural setting where we are working.
Telemedicine shows this in a very special manner.

It is interesting to notice that, despite the fact that the
health public system in which we developed this pilot test
has universal coverage and is free of charge, tele-care ap-
plication saved costs at the same time that avoided nui-
sance for users.

Through telemedicine a training cycle was started on
the main topics and central axis of the ongoing research
projects in our genetic unit. A participation protocol was
prepared for those professionals interested in collaborating
with this activity, defining the goals, methods and with the
description of the results reached until today.

DISCUSSION

We described our experience after using telemedicine
applied to the genetic counseling sessions in the region of
Extremadura, four years after the increase of staff and in-
frastructure to improve diagnosis and follow up of genetic
based diseases in the region. Its social-geographical fea-
tures and the excellence of the existing telemedicine network
provide the proposed model with a huge potential for op-
timizing the final incorporation of medical genetics into the
healthcare setting and to make both investments profitable.

The referral process of clinical cases subject to study
from primary and specialized care to the genetic unit was
consolidating itself, enabling a very natural and coordi-
nate flow of appointments with an average waiting time of
around 20 days. We did not notice any kind of decrease in
the efficiency or acceptance of appointments through vid-
eoconference, in comparison to the traditional face to face
method. In both cases patients and geneticists were previ-
ously informed, by the resident physician who first had the
suspicion of genetic disease, on the clinical fact that justi-
fied the appointment and they attended expecting to get
more information on the procedure (consulting individuals)
and on the personal and family background (geneticists). It
was very interesting to see the attention and concentration
of the people involved in the process mainly due to the fact
that they could all control the image of both cameras at all
time. Satisfaction level of participants was very high, paying
continuous attention on how to improve the process being
tested. The first opinion was the need for allowing patients



as much autonomy and privacy as possible during telecon-
sultation, being closer to the support staff.

Special relevance was acquired by the geneticist on
individuals/family, regarding the roles played on doctor-
patient relationships on teleconsultations from other spe-
cialties. This is related to the fact that genetic counseling
appointments are about educating, describing, interpreting
and helping to make decisions, during a long videoconfer-
ence where difficult topics are discussed. Patients and their
families feel they are integrated into the process, being an
active part and collaborating with its success.

The fundamental contribution of the use of telemedicine
in our setting was the participation of non medical personal
in the genetic counseling sessions, since they are closer to
the individual/family analyzed. As a result of this, communi-
cation, information, sample control and reports of patients
were improved. It was remarkable to see how confident
and natural individuals were when facing genetic counsel-
ing sessions by videoconference. This was clearly due to
the fact that they are in a place they know being supported
by healthcare providers who are very close to them.

It is a unique opportunity to be able to offer individuals
all the information obtained from their diagnosis and genetic
counseling process, and to the physicians working at their
own health center. Although they are the ones who know
and follow patients and their families, they are often exclud-
ed from the conclusions reached with this kind of studies.
Once again, nursing staff had a very active participation,
providing reports, family trees and bibliographical reviews
of the disease stored in the electronic records of each pa-
tient/family. The interest shown by this group of healthcare
providers on the genetic studies done was not the same.
We have already expressed the need for a multi-disciplinary
team that will coordinate and involve all those interested in
this topic in order to exchange experiences on this area.

We would like to point out the diversity of a diagnosis
and genetic counseling session in a very large region, low
percentage of cases analyzed and an important number of
requests to assess for very different groups of pathologies.
With the increasing complexity of the knowledge requested
for the genetic bases of human diseases, there is a trend to
be hyper-specialized in our field. This is why it is essential to
allow geneticists to go deeper in the knowledge of groups
of diseases, concentrating their attention on the develop-
ments for their diagnosis, the updating of related literature,
interaction with specialized researching teams and interna-
tional protocols for medical interventions which are able to
mitigate their concerns.

Over the last four years the service portfolio of our Unit
has been widely developed trying to provide more cover-
age to the more demanded specialties and pathologies.
We think that practice through telemedicine will require a
continuous evaluation of the genetic analysis offered and
techniques used, paying special attention to is cost-effec-
tiveness. We have seen the new possibilities the Unit offers
and its capability to change methodologies and strategies
of our healthcare, interventions and medical therapies.
Centralization of technological resources, the ageing pro-
cess of the population and the little autonomy of individuals
suffering from most genetic diseases may drive the use of
telemedicine. Thus, specific qualifications and standards
for required quality must be established for those partici-
pating in genetic counseling.

Telemedicine networks can solve the obligation the
public health systems have of ensuring equal access to
genetic analysis to all individuals who need them. Units
like ours are increasingly receiving more requests for ex-
ams and they are already expecting a near future with a
wider use of susceptibility analysis for higher prevalence
diseases, much cheaper techniques for diagnosing rare
diseases and the development of high profitability fields
such as pharmacogenetics. Telemedicine may have a very
important role in the implementation of these possibilities
offering the population who live far from urban centers the
chance to detect these disorders; despite its benefits, it will
be necessary to control its possible risks too.

We have shown the usefulness of videoconference
systems used to mitigate the huge need for professional
training on the development on health and the potential
for medical genetics. Public health systems must provide
all their citizens with enough trained professionals so that
the benefits of genetics may be achieved and distributed
equally among them.

The use of the Telemedicine Network in Extremadura
had adequate procedures for obtaining informed consent
and confidentiality protection. Although genetic data with
clinical and/or family impact must have the maximum level
of protection, it must be stated that genetic data are also of
great interest for other family members. Similarly, it has to
be clear the importance of the right of the patient to know
or not to know, with the use of devices in the teleconsulta-
tion to respect this issue. In general, the medical act has to
meet the need for information and counseling and it must
ensure the correct communication of the outcomes.

The risks of having easy access to small population
groups, geographically isolated and being able to favor its
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stigmatization within the community were considered. It is
essential to acknowledge and respect cultural sensitivities.
On the other hand, these minority ethnic groups should not
be excluded from genetic exams that may benefit them.

Telemedicine is an extremely important tool for driving
the development of research projects in areas with scat-
tered population and remote and isolated areas with het-
erogeneous access to reference health centers. Its suc-
cess depends on the correct use and exchange of DNA
samples of interest and associated data. It is essential the
availability of genealogic data, origin of the population, per-
sonal and family clinical data.

Our geographical situation offers our team an excep-
tionally good potential for exchanging samples and data on
the borderland region, being able to generate highly inter-
esting results for European researching groups on genet-
ics. For everything it has been said above, we think it is
necessary to always respect the social-cultural features of
the population, the international, national and, at times, the
local standards and laws.
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Raquel Rodriguez Lépez Especialista de Area. Unidad de Genética. Servicio de Inmunologia y Genética. Hospital Infanta
Ana Garcia Nogales Enfermera responsable del Servicio de Telemedicina. Servicio de Telemedicina. Area de
Marta Rubio Rodrigo Investigador contratado. Unidad de Genética. Servicio de Inmunologia y Genética. Hospital Infanta
Marta Gonzalez-Carpio Serrano Becario. Unidad de Genética. Servicio de Inmunologia y Genética. Hospital Infanta Cristina.
Narcisa Marin Guerrero Auxiliar de enfermeria del Servicio de Telemedicina. Servicio de Telemedicina. Area de Salud

Claudio Peléez Veja Responsable del Servicio de Telemedicina del Servicio Extremefio de Salud. Servicio de

N

Cristina. Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz (CHUB), Junta de Extremadura, Espafia
Salud de Badajoz. Servicio Extremefo de Salud, Junta de Extremadura, Espana
Cristina.Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz (CHUB), Junta de Extremadura, Espafia
Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz (CHUB), Junta de Extremadura, Espaia

de Badajoz. Servicio Extremefio de Salud, Junta de Extremadura, Espana

Telemedicina. Servicio Extremenfo de Salud, Junta de Extremadura, Espana

Resumen

ADstract

Objetivo: El uso de la telemedicina emerge como una opcion de gran potencial para la optimizacion del consejo genético dentro
de los sistemas sanitarios, sin embargo se desconoce el detalle del acto médico, el papel de los sanitarios implicados. Método: 20
profesionales han participado en 126 teleconsultas de consejo genético a través de la red publica de telemedicina de Extremadura;
hemos caracterizado el proceso, establecido la actividad y competencia del personal implicado y evaluado las diferencias obser-
vadas respecto a la misma actividad asistencial presencial. Resultados: los 17 profesionales encargados de la red de telemedicina
destacaron la diversidad de los perfiles y actividades existentes en el proceso del consejo genético. Los 3 genetistas resaltaron las
facilidades que ofrece el sistema para la coordinacion del mismo, necesariamente multidisciplinar. Los consultantes coinciden en la
comodidad, naturalidad, comprension y eficiencia del servicio. Conclusiones: consideramos que la herramienta mejora el nivel de
colaboracion de los grupos familiares y la accesibilidad de nticleos poblacionales con cierto aislamiento geogréfico.

Palabras clave: Asesoramiento Genético, Telemedicina; Consulta Remota; Sistemas de Salud; Salud Publica.

Telemedicine application for genetic counseling in Extremadura

Objective: The use of telemedicine appears as very good potential option for optimizing genetic counseling within healthcare
systems, however the role of the healthcare providers involved in this process is still unknown. Method: 20 professionals had
participated in 126 genetic counseling teleconsultations through the Extremadura public telemedicine network; the process has
been characterized, the activity and the competence of the staff involved has been established, and the differences observed
regarding the same face to face healthcare activity has been evaluated. Results: the 17 healthcare providers in charge of the
telemedicine network pointed out the diversity of existing profiles and activities in the process of genetic counseling. The 3 ge-
neticists noticed the good conditions provided by the system for its coordination, with a multidisciplinary nature. Users agreed
that the service is easy to use, mainly for its understanding and efficiency. Conclusions: we consider that the tool improves the
collaboration level of families and the accessibility of population groups with some degree of geographical isolation.

Key words: Genetic Counseling; Telemedicine; Remote consultation; Healthcare Systems; Public Health.
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Resumo

INTRODUCCION

La videoconferencia se erige como una alternativa de
enorme interés para asegurar el acceso homogéneo de
pacientes y profesionales a unidades de andlisis y consejo
genético de experiencia y calidad demostrables, desarro-
lladas en el ambito de sistemas publicos de salud.

En general el grado de satisfaccion de profesionales y
pacientes es elevado para el conjunto de especialidades
que se iniciaron como pioneras'??, sin embargo la expe-
riencia en la disciplina de la genética es muy limitada y cir-
cunscrita a programas concretos como los de diagnoéstico
prenatal* o deteccion de sindromes de cancer hereditario®.
Se ha reconocido la utilidad de la telemedicina en un con-
junto de las especialidades que resuelven una intercon-
sulta puntual médico-paciente, o en las que el profesional
informa respecto a una imagen o prueba funcional (sin la
presencia del paciente). Pero el consejo genético es un
ejemplo de actividad multidisciplinar en el que el médico
remitente del caso, genetistas, especialistas relacionados,
meédico de atencién primaria e individuo/familia/poblaciéon
consultante ainan informacién y conocimientos para diag-
nosticar y disefiar el mejor manejo clinico del caso. Los
sanitarios intervinientes adoptan durante el proceso el pa-
pel de educadores del resto de profesionales y consultan-
tes, dependiendo del éxito del mismo el obtener el maximo
rendimiento del estudio genético en marcha. El equipo de
enfermeria es esencial para su desarrollo y relacion con
la familia.®” Es importante revisar las experiencias publica-
das para incorporar sus conclusiones a las nuevas prue-
bas®, pareciendo importante el controlar la intervencion
de personal ajeno a la conversacién en marcha durante la
videoconferencia.®

El objetivo del consejo genético es el andlisis de los
trastornos hereditarios, informando a las personas del ries-
go que tienen de padecer y transmitir ciertas enfermeda-
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Aplicacao da telemedicina para a pratica do aconselhamento genético em Extremadura

Objetivo: O uso da telemedicina surge como uma op¢ao de grande potencial para a otimizagdo do aconselhamento genético dentro
dos sistemas de saude, entretanto o papel dos profissionais de saude envolvidos ndo é conhecido detalhadamente. Método: 20
profissionais participaram em 126 teleconsultas de aconselhamento genético através da rede publica de telemedicina de Extrema-
dura; caracterizamos o processo, estabelecemos a atividade e competéncia do pessoal envolvido e avaliamos as diferencas obser-
vadas em relacdo a mesma atividade assistencial presencial. Resultados: os 17 profissionais encarregados da rede de telemedicina
destacaram a diversidade dos perfis e atividades existentes no processo de aconselhamento genético. Os 3 geneticistas aponta-
ram as facilidades que o sistema oferece para sua coordenacdo, necessariamente multi-disciplinar. Os consultantes concordam na
comodidade, naturalidade, compreens&o e eficiéncia do servico. Conclusdes: consideramos que a ferramenta melhora o nivel de
colaborag¢édo dos grupos familiares e a acessibilidade de ntcleos populacionais com certo isolamento geografico.

Palavras-chave: Aconselhamento Genético,; Telemedicina; Consulta Remota; Sistemas de Saude; Satde Publica.

des'y, en ciertos casos, individualizar la intervencion médi-
ca segun el fondo genético de cada individuo. Las pruebas
genéticas constituyen un avance para la asistencia sanita-
ria y la oportunidad para desarrollar la medicina preventiva.
Su instauracion precisa una inversion, y el control de los
beneficios 'y riesgos depende de la rigurosidad con que
se considere la conveniencia de la aplicacion o no de los
analisis genéticos en cada caso.”” Es imprescindible que
el sistema asegure el acceso voluntario, tras recibir toda
la informacion precisa sobre el proceso global. Los resul-
tados generan datos o informacion genética del individuo
analizado, en relacion a propiedades heredadas o congé-
nitas capaces de afectar a posteriores generaciones y de
los que se infiere el resultado de individuos relacionados
no analizados."

Se considera aun insuficiente el conocimiento sobre
las pruebas genéticas, el conjunto de decisiones que las
nuevas tecnologias empleadas requieren, sus matices
y posibles consecuencias. Resulta de enorme interés su
promocion, dado que las pruebas genéticas se integran
progresivamente en la cotidianidad de los sistemas sani-
tarios, requiriéndose que tanto los profesionales sanitarios
como los pacientes dominen su utilizacion y controlen sus
riesgos.

Su impulso coincide con el desarrollo de otras tecno-
logias en el sistema sanitario, como el de la telemedicina,
por lo que conviene delimitar su aplicacion en un marco
responsable de actividades, reguladas por medidas que
aseguren un clima de confianza y credibilidad.

Extremadura tiene una extension de 41.634 km?, con
una poblacion de 1.071.000 habitantes; la baja densidad
demografica (25,7 hab/km?), su dispersion geografica con
predominio de entornos rurales, el envejecimiento progre-
sivo de la poblacién y las distancias a los hospitales dificul-
tan el acceso de un porcentaje importante de individuos
a los recursos sanitarios mas especializados. En el ano



2003, los responsables sanitarios de la comunidad auténo-
ma deciden instalar una red de telemedicina homogénea,
tratando de guardar un equilibrio entre las 8 aéreas sanita-
rias que componen el mapa sanitario. Las especialidades
de cardiologia, dermatologia, cirugia vascular y radiologia
son las que mayor uso han hecho de la misma. En el ano
2010 la red se extiende a sus 14 Hospitales y 30 Centros
de Salud, integrando incluso los centros sanitarios con di-
ficultades especificas de acceso a los centros sanitarios,
como Centros Penitenciarios y Residencias de Asistidos.

Exponemos nuestra primera experiencia del uso de la
telemedicina para el diagnoéstico e investigacion de enfer-
medades genéticas: marco de desarrollo, identificacion y
criterios de indicacion de individuos candidatos a consejo
y analisis genético, estrategias aplicadas al campo de la
investigacion.

METODOS

La Red de Telemedicina en Extremadura esta imple-
mentada con tecnologia Multi Protocol Label Switching
(MPLS) y MacrolLan con lineas simétricas de acceso desde
2 Mbps hasta 400 Mbps. Se realizan conexiones punto a
punto y por “I.P.” (Figura 1). Su distribucion geografica se
detalla en la Figura 2.

Ante la sospecha de un paciente candidato a estu-
dio genético, los médicos remitieron el caso a la Unidad,
sita en el Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz
(CHUB), desde la que se cita para consulta presencial o
teleconsulta segun su lugar de residencia. Los genetistas
recibieron la solicitud mediante un informe clinico y/o do-
cumento de derivacion para evaluacion de criterios de alto
riesgo, elaborado para cada programa de cribado como el
de deteccion de sindromes de cancer hereditario.

El conjunto de profesionales implicados en la red de
telemedicina participé como apoyo para la puesta en mar-
cha del nuevo servicio. Los pacientes fueron atendidos
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Hospitales

Figura 01 - Caracteristicas técnicas de la Red de Telemedicina
de Extremadura.

Figura 02 - Distribucion de las estaciones de Telemedicina en
la Comunidad Autbnoma de Extremadura.

Tabla 1 - Actividad de la Consulta de Consejo Genético a través de Telemedicina en el periodo referido.

Centro con TM Poblacion

Area de salud

N° pacientes

N° familias Patologia predominante

Badajoz 6 18

Don Benito-Vva 3 7
Caceres 1 2
Llerena-Zafra 4 5
Mérida 2 5
TOTAL 16 32

51 25 Programa Ca Familiar
22 10 Neurologia

2 2 Programa Ca Familiar
29 1 Programa Ca Familiar
22 9 Obesidad Mérbida
126 57
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mediante teleconsulta online o sincrona, estableciéndose
para ello una agenda de trabajo de 6 horas semanales.
Los genetistas llevaron a cabo la evaluacion, diagnéstico
y consejo de 111 casos clinicos remitidos por oncdlogos,
neurdlogos, endocrindlogos, internistas, otorrinolaringélo-
gos y nefrélogos. Tras recibir informacion amplia acerca del
procedimiento, cada participante firmé consentimiento es-
crito. Se disefié un protocolo de derivacion de casos para
evaluacion desde atencién primaria y especializada a la
Unidad de genética, citacion de pacientes segun criterios,
recopilacion y transporte de muestras, emision de informes
y seleccion de nuevos individuos candidatos a estudio. El
equipo de genetistas aportd una amplia experiencia en
consultas de consejo genético presencial y el conjunto de
profesionales expertos en telemedicina coordind el nuevo
proceso en base a lo que conocian del total de 16 espe-
cialidades que usan la red de telemedicina de Extremadura
desde el ano 2003. La revision extensa de la literatura y
la estrecha colaboracion mantenida con unidades de refe-
rencia para consejo genético de otras comunidades con-
tribuyd a la buena calidad del proceso. Los profesionales
responsables de la videoconferencia controlaron el sistema
de citacion, las preferencias del paciente/familia respecto
a la siguiente consulta y su opinion en relacion a las ven-
tajas e inconvenientes del procedimiento. Cada primera
entrevista se inicié con el motivo o sospecha clinica que
generd la derivacion del caso a la unidad de genética y
siguid un esquema consensuado y adecuado a la patologia
evaluada. Finalizé con la obtencién del consentimiento in-
formado, solicitud de muestra, informacion escrita sobre la
enfermedad analizada y emision de informe que resume la
justificacion, intervencién y conclusiones extraidas del acto
meédico. Todos detallaron su percepcion respecto al uso
de la telemedicina para el diagnéstico y consejo genético.

RESULTADOS

Participaron 17 profesionales expertos en telemedicina
con dedicacion de 2 a 7 anos y 3 genetistas con rango
de experiencia en consulta presencial de 3, 6 y 12 afos
respectivamente. Se citaron en 9 meses, 126 consultas de
las cuales 111 fueron 12 consulta y 15 sucesivas, durante
6 horas semanales y en paralelo a las 6 u 8 horas que se
dedicaban en la Unidad a la misma actividad presencial
desde hacia 4 afios.

El tiempo medio de duracién de la consulta de consejo
genético a través de la red de telemedicina resulté similar al
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empleado en la consulta presencial, estimado en 30 minu-
tos. Se facilitd el seguimiento del dibujo del arbol geneal6-
gico por el individuo/familia en tiempo real, para conseguir
la méaxima concentracion del informador/es. En general se
observé que el sistema de camaras ayuda a mantener la
atencion y aumenta el esfuerzo de los pacientes por hacer-
se entender y comunicarse.

Resulté frecuente, tanto entre consultantes como sa-
nitarios, la sensacion de que los datos genéticos difieren
por su naturaleza de otros tipos de informacion médica. La
misma se sumaba en ocasiones a la confusion de que el
objetivo de la consulta se enmarcaba en el ambito de la in-
vestigacion. Los consultantes realizaron frecuentes alusio-
nes al retraso en el acceso a los testes genéticos, el dificil
diagndstico de las enfermedades denominadas raras, pre-
guntando sobre pardmetros de calidad, confidencialidad e
incluso control sobre las muestras en caso de menores.
Sdlo una familia remitida por la sospecha diagndstica de
sindrome del cromosoma X fragil en uno de sus hijos va-
rones, solicitd continuar con las consultas presenciales y
viajar 180 kilémetros a partir de la segunda teleconsulta.
El sistema aseguro la estricta confidencialidad de la en-
trega de resultados de manera personalizada al individuo
analizado o tutor legal del mismo. De manera paralela se
envio cada informe emitido al médico que remitié el caso a
nuestra unidad, dado que todos los pacientes analizados
asi lo autorizaron. Dos pacientes remitidos para estudio
por sospecha de ataxia heredodegenerativa y enfermedad
de Huntington, tuvieron que ser reevaluados en consul-
ta presencial por el Servicio de Neurologia del Complejo
Hospitalario, ante la duda respecto a la indicacion de la
prueba genética.

El sistema de videoconferencia evita comunicar tele-
fénicamente o enviar por correo ordinario resultados ne-
gativos a miembros de familias portadoras de alteraciones
genéticas, practica habitual y desaconsejable que trata de
evitar que el interesado viaje largas distancias sélo para
recibir un informe de dichas caracteristicas.

La telemedicina supuso una magnifica herramienta
para difundir los conocimientos acerca de la base cientifi-
ca de las patologias evaluadas, siendo de enorme utilidad
para la educacion de sanitarios del entorno de los indivi-
duos afectados, a los que ayudaron a entender y asimilar
Su proceso en materia de prondstico de enfermedad, asi
como decidir entre las opciones de eleccion personal. Ello
derivd en la mayor confianza con que los individuos acce-
dieron a la unidad de genética y en el incremento de indivi-
duos que hicieron uso de los resultados obtenidos a partir



de sus familiares analizados, una vez fueron informados
por ellos de sus posibles beneficios. Comprobamos que
la formacion en genética del personal sanitario que ejerce
en atencion primaria redunda en el hecho de animar a los
pacientes a que hagan uso de ella. Se vigilé especialmente
que el uso de la videoconferencia asegurase el derecho
individual a saber y a no saber de los posibles afectados.

El sistema empleado garantizé y mejoro el acceso igua-
litario a la informacion y a los servicios genéticos de cali-
dad, evitando la dispersion del envio de muestras (incluso
de distintos individuos de la misma familia) a laboratorios
de hospitales y universidades en distintas comunidades
auténomas. La accesibilidad de la red de telemedicina ex-
tremefa salvd que las peculiares caracteristicas geogra-
ficas de la region dificultasen el acceso de zonas rurales
como Pefalsordo (203 Km de distancia al CHUB) a la uni-
dad de referencia para el diagndstico genético de la pato-
logia sospechada.

Se detectd la ausencia de un objetivo regional comun
de prestacion de estos servicios y de igual calidad a todos
los ciudadanos. A la division de las unidades de genética
existentes se suman la diversidad de sus carteras de ser-
vicios, enmarcada en un ambito nacional con importante
heterogeneidad de los regimenes de calidad, sin claros
sistemas de referencia y con distintas normativas entre co-
munidades que esperan una regulacion desde el estado.

El uso de la red regional de telemedicina posibilité la
toma de medidas para evitar que las pruebas genéticas
tuvieran consecuencias sociales indeseables. Permiti¢ al
conjunto de profesionales de la medicina y los pacientes
el acordar si los beneficios esperados de la indicacion del
andlisis genético compensaban sus riesgos. También se
prestod especial atencion a su justificacion: identificacion de
alteraciones graves, busqueda de resultados con valor de
prondstico y diseno paralelo de intervenciones sanitarias
para seguimiento, incluidas las opciones reproductivas.
Ello supuso el gje central del disefo del programa de detec-
cion y asesoramiento de sindromes de cancer hereditario
en el que, como en el de diagnostico prenatal, diagndstico
temprano de fibrosis quistica e hipoacusias hereditarias no
sindrémicas, resulta imprescindible crear el entorno médi-
co adecuado para facilitar informacién previa a los analisis
genéticos y asesoramiento posterior a los mismos, antes
de ofrecer los servicios de cribado.

La dimensién econdmica de los programas de cribado
que funcionaban a partir del sistema de consultas tradicio-
nal, no se vio magnificada por la incorporacion de la vide-
oconferencia.

Corroboramos que el asesoramiento genético espe-
cializado se consolida como un requisito sanitario basico
y requiere profesionales con formacion especifica de-
mostrable. Sin embargo, fue evidente la gran utilidad de
que médicos no especializados y otros miembros de los
equipos sanitarios facilitasen al paciente la informacion es-
pecifica relacionada. Destacé su papel fundamental para
ayudar a individuos o familias a entender y enfrentarse a
las enfermedades genéticas que les afectaban, aportando
explicaciones adecuadas que se sumaron a las dadas por
los genetistas durante la teleconsulta, a pesar de haberse
considerado entonces suficiente el tiempo dedicado.

Destacamos que, a pesar de la conveniencia de que
exista una base comun en la normativa para el asesora-
miento genético, las practicas deben adaptarse y modificar-
se en relacion al marco social y cultural en el que se actue.
La telemedicina evidencia especialmente esta apreciacion.

Es interesante resenar que, a pesar de las caracteristi-
cas de cobertura universal y gratuidad del sistema publico
de salud en el que desarrollamos esta prueba piloto, la apli-
cacion de teleasistencia ahorrd costes y evitd molestias a
los consultantes.

A través de la telemedicina iniciamos un ciclo formativo
sobre los temas de principal interés y ejes centrales de los
proyectos de investigacion en marcha en nuestra unidad
de genética. Elaboramos un protocolo de participacion
para profesionales interesados en colaborar en dicha ac-
tividad, definiendo los objetivos, métodos y descripcion de
resultados obtenidos a la fecha.

DISCUSION

Describimos nuestra experiencia tras el uso de la te-
lemedicina aplicada a las consultas de consejo genético
en la Comunidad autébnoma de Extremadura, cuatro afios
después del incremento de personal e infraestructuras
para potenciar el diagndstico y seguimiento de las enfer-
medades de base genética en la region. Sus caracteristicas
socio-geogréficas y la excelencia de la red de telemedicina
existente, dotan al modelo propuesto de un enorme poten-
cial para optimizar la incorporacion definitiva de la genética
médica al ambito sanitario y rentabilizar ambas inversiones.

El proceso de derivacion de casos clinicos candida-
tos a estudio desde atencion primaria y especializada a
la unidad de genética fue consolidandose, permitiendo
la citacién fluida y coordinada con un tiempo medio de
espera en torno a 20 dias. No observamos disminucion
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alguna en la eficiencia ni en la aceptacion de la consulta
a través de videoconferencia, respecto al método presen-
cial tradicional. En ambos casos tanto el paciente como
el genetista fueron informados previamente, por el mé-
dico remitente que sospechd la enfermedad genética,
del hecho clinico que justificé dicha consulta y acudieron
esperando mayor informacién respecto al procedimiento
(individuos consultantes), como a los antecedentes per-
sonales y familiares (el genetista). Resultaron llamativas
la atencion y concentracion mantenidas por los intervi-
nientes, atribuibles al hecho de controlar todos ellos la
imagen de ambas camaras en todo momento. En general
el grado de satisfaccion del conjunto de participantes fue
muy elevado, prestando una atencién continua a como
mejorar el proceso en prueba. La primera apreciacion
fue la necesidad de permitir a los consultantes la maxima
autonomia y privacidad durante la teleconsulta, permane-
ciendo cercano el personal de apoyo.

Destaco la relevancia que adquirié el genetista sobre el
individuo/familia, respecto a los papeles adoptados en las
relaciones médico-pacientes en las teleconsultas de otras
especialidades. Se relaciona con el hecho de que las con-
sultas de consejo genético educan, describen, interpretan
y ayudan a tomar decisiones, en el transcurso de una vi-
deoconferencia de larga duracion en la que se tocan temas
complejos. El paciente y su familia se sienten integrados en
el proceso y parte activa que colabora en el éxito del mismo.

La aportacion fundamental del uso de la telemedicina
en nuestro ambito fue la incorporacion del personal sani-
tario no médico y perteneciente al entorno inmediato del
individuo/familia analizados, a la consulta de consejo gené-
tico. Ello redundd en la mejor comunicacion, informacion,
control de muestras e informes de los consultantes. Fue
destacable el grado de confianza y naturalidad con que se
enfrentan a la consulta de genética los individuos atendi-
dos mediante videoconferencia, sin duda por la cercania
del personal sanitario que le es absolutamente conocido,
al igual que el entorno fisico.

Consideramos una oportunidad Unica el ofrecer a los
individuos analizados el transmitir toda la informacion re-
sultante del proceso de su diagnostico y consejo genético,
a los médicos que ejercen en sus respectivos centros de
salud. A pesar de ser ellos los que conocen y observan la
evolucion de los pacientes y sus familias, suelen quedar
al margen de las conclusiones de este tipo de estudios.
De nuevo el personal de enfermeria participd muy activa-
mente, trasladandoles los informes, arboles genealdgicos
y revisiones bibliogréficas de la enfermedad depositados
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en la historia informatizada de cada paciente/familia. Ob-
servamos un interés desigual de este colectivo por los es-
tudios genéticos en marcha. Hemos puesto de manifiesto
la necesidad de un equipo multidisciplinar que coordine e
implique a todos los interesados e intercambie las expe-
riencias en este ambito.

Queremos destacar la diversidad de una consulta de
diagndstico y consejo genético en una region de gran ex-
tension, bajo porcentaje de casos candidatos analizados e
importante nUmero de solicitudes por evaluar para grupos
de patologias muy distintas. Dada la progresiva compleji-
dad del conocimiento de las bases genéticas de la enfer-
medad en humanos, se tiende a la hiperespecializacién en
nuestra disciplina. Por ello en nuestro ambito resulta esen-
cial permitir a los genetistas profundizar en el conocimiento
de grupos de enfermedades, centrandose en los avances
para su diagnoéstico, la actualizacion de la literatura relativa,
interaccion con equipos de investigacion especializados y
protocolos internacionales consensuados para interven-
ciones médicas capaces de paliarlos.

En los cuatro Ultimos afios se ha desarrollado amplia-
mente la cartera de servicios de nuestra Unidad, tratando
de dar la mayor cobertura a las especialidades y patologias
demandadas. Suponemos que la practica a través de la te-
lemedicina requerira la evaluacion continua de los analisis
genéticos ofertados y técnicas empleadas, atendiendo a
su coste-beneficio-eficiencia. Hemos asistido a las nuevas
posibilidades que la unidad ofrece y a su capacidad para
cambiar las metodologias y estrategias de nuestra asistencia
sanitaria, las intervenciones y terapias médicas. La centrali-
zacion de recursos tecnoldgicos, el envejecimiento de la po-
blacion y la poca autonomia de los individuos afectados de
la mayoria de las enfermedades genéticas pueden impulsar
el uso de la telemedicina, por o que se deben establecer
cualificaciones especificas y normas de calidad obligatorias
para quienes intervengan en el asesoramiento genético.

Las redes de telemedicina pueden resolver la obligato-
riedad que tienen los sistemas sanitarios publicos de garan-
tizar la igualdad de acceso a los andlisis genéticos a todos
los individuos que los necesiten. Unidades como la nuestra
reciben cada vez mas peticiones de pruebas y ya trabajan
augurando para un futuro cercano un uso muy extendido de
analisis de susceptibilidad a enfermedades de mayor preva-
lencia, técnicas de mucho menor coste para el diagnostico
de enfermedades raras y el desarrollo de disciplinas de gran
rentabilidad como la farmacogenética. La telemedicina po-
dria impulsar enormemente estas tendencias, al ofrecer a
los grupos de poblacion mas alejados la posibilidad de de-



teccion de estos trastornos; a pesar de sus beneficios sera
preciso controlar también sus posibles riesgos.

Hemos puesto de manifiesto la utilidad del sistema de
videoconferencia utilizado para paliar la enorme necesidad
de formacion profesional respecto al progreso en salud y
al potencial que existe en el ambito de la genética médica.
Los sistemas publicos de salud deben proporcionar profe-
sionales formados y en nimero suficiente para que los be-
neficios de la genética se concreten y distribuyan a todos
los ciudadanos.

El uso de la Red de Telemedicina de Extremadura con-
t6 con procedimientos adecuados de obtencion de con-
sentimiento informado, acceso igualitario a las pruebas,
asesoramiento adecuado y proteccion de la confidenciali-
dad. A pesar de que los datos genéticos con impacto cli-
nico y/o familiar deben contar con el maximo nivel de pro-
teccion, se debe hacer referencia al interés que los datos
genéticos pueden tener para otros miembros de la familia.
Ilgualmente se debe recalcar la importancia del derecho
del paciente a saber o a no saber, incorporandose a la
teleconsulta mecanismos que lo respeten. El acto médico
tiene en general que satisfacer la necesidad de informa-
cion, asesoramiento y asegurar la correcta comunicacion
de los resultados obtenidos.

Nos planteamos los riesgos de acceder con facilidad a
nucleos poblacionales pequenos y de relativo aislamiento
geografico, pudiendo favorecer su estigmatizacion den-
tro de la comunidad; es esencial el reconocer y respetar
las sensibilidades culturales. Por otra parte, estos grupos
étnicos minoritarios no se deben ver excluidos de analisis
genéticos de los que se puedan beneficiar.

La telemedicina constituye una herramienta importan-
tisima para impulsar el desarrollo de proyectos de inves-
tigacion en zonas con poblacion dispersa, poblaciones
con relativo aislamiento y acceso heterogéneo a centros
sanitarios de referencia. Su éxito depende del uso correc-
to e intercambio de muestras de DNA de interés y datos
asociados. Es imprescindible la disponibilidad de datos
genealdgicos, procedencia de la poblacion, datos clinicos
personales y familiares.

Nuestra situacion geografica dota a nuestro equipo de
un potencial privilegiado para el intercambio transfronteri-
zo de muestras y datos, pudiendo general resultados de
gran interés para los grupos de investigacion europeos del
ambito de la genética. Para todos los supuestos anteriores
consideramos necesario respetar siempre las caracteristi-
cas socioculturales de la poblacion, normativa y legislacion
internacional, nacional y en ocasiones local.
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ABSTRACT

The detailed study of single patients sufferingnfr@ syndromic obesity, and genome-wide
association study (GWAS) strategies applied todaegries of overweight individuals, have allowed
the identification of genes and variants of susbépy to these diseases. Here, the description of
an entire series shows the great heterogeneitiyeofiénetic alterations involved. These alterations
are distributed among the population with frequesidnversely proportional to their deleterious
capacity. Different combinations of low-risk allsJesuch as rs9939609 in tRdO gene, define
genetic susceptibility profiles which can explainnajor proportion of the inherited risk of
developing obesity. We propose that cases of sgvelese children should be classified on the
basis of extensive phenotypic descriptions and lfahmstory. Our genetic study protocol allowed

the causative agent of the overweight to be idextiih a large fraction of the patients in the e®ri

This study is part of the FIS P1594-07 (2007) pobjgranted by the Carlos Il Institute of Health t
study the genetic basis of morbid obesity, developd the Infanta Cristina Hospital

(Badajoz,Spain).



INTRODUCTION

Severe obesity in childhood is a leading preveetadluse of death worldwide, and is one of the
most serious public health problems of the 21stuwgnMorbid obesity in children and adolescents
is a medical condition in which excess body sizeafined, not as an absolute number, but as a

BMI above the 95th percentile.

An ever more clearly defined number of cases amvknto be due primarily to genetics, to
medical reasons, or to psychiatric illness, and loarseparated from the rising rates of obesity
associated with non-genetic factors including ewere sedentary lifestyles. The heterogeneity of
human disorders leading to profound deregulatiohanfy fat mass is steadily being untangled. To
date, many cases of human obesity have been assbeidh a single gene alteration (monogenic
obesity), all of them corresponding to one of 1hege (1). The continuing dissection of this
aetiopathogenic heterogeneity will aid genetic celing, prognoses, and the development of
specific therapies (2). The commonest form of memig obesity accounts for 5% of all cases of
severe childhood obesity. It is due toM@4R mutation, and presents striking acceleration afdm
growth and increased bone development at an egelyTdheMC4R gene encodes the melanocortin
receptor-4 protein involved in feeding behavioud @he regulation of metabolism. It is reported
thatMC4R mutations generate an autosomal-codominant foraymdiromic obesity (3). Apart from
this, there are between 20 and 30 Mendelian diseidevhich patients are clinically obese, but are
additionally distinguished by mental retardationysmorphic features, and organ-specific
developmental abnormalities (4, 5). A proportioncases correspond to syndromic obesity arising
from discrete genetic defects causing chromosoimabranalities. These disorders may be either
autosomal or X-linked. The commonest is Praderi§lhdrome (PWS) (6), in which seven genes
on chromosome 15(ql1-13) are deleted or unexprgsbedmosome 15q partial deletion) on the
paternal chromosome. The incidence is between 25iQ00 to 10 000 live births. It frequently
appears associated with an extreme and insatigpletite because of the disruption of the normal

functioning of the hypothalamus, which directly tdvutes to obesity (7).



Ever greater knowledge of clinical cases led tostinecessful hypothesis of high susceptibility
genetic variants underlying the phenotype, with sogenes having a clear role in human
monogenic obesity. Also, the in-depth molecularlyms of syndromic cases has shed much light
on the aetiopathogenesis of obesity. Neverthelassmblecular genetic analysis of obesity has led
to the identification of just a limited number obrdirmed major genes, and the underlying
mutations are extremely infrequent and of minonichl importance only. Instead, most of the
genetic predisposition to obesity must be polygemiith some 10 or so low-to-moderate risk
variants being found in a major proportion of obssbjects. However, these obesity-predisposing
variants are also found in normal weight and eeam lindividuals. Studies of polygenic obesity are
based on the analysis of frequent single nucleotidegmorphisms (SNPs) and copy-number
variations (CNVs). Recent advances in the idemtifo;n of human obesity genes and the genetic
effects on the development of overweight have @erifrom genome-wide association mapping (8,
9). This necessarily entails detailed statisticablgses of case-control studies to identify
associations of a gene variant that are more fragueobese than in non-obese subjects. Among
more than 100 genes which have been implicate@terchining body weight (10), this strategy has
identified polymorphic sites in the fat mass obesissociatedTO gene as the most consistently
associated with obesity (11, 1HTO mRNA is regulated by feeding, and down-regulatgd b
fasting in the arcuate nucleus in mice and humaBs14), and animal model studies have shown
that the inactivation of thETO gene protects from the development of obesity {6, Studies in
humans have provided evidence tR3O is essential for the normal development of thetreén
nervous system (17). Various association studie® lt@nfirmed the relationship between these

polymorphic sites and the risk of developing ovaghtin childhood (12, 18).

Although there is still only minimal use in clinigaractice of the SNP risk associations with
prevalent diseases, we considered it useful tcsagbe impact on a population of the susceptibility
described in a specific region of tREO gene. We took for the study a representative sarie

patients affected by severe childhood obesity. Tiny presented to our service in the context of



consultations for diagnosis and genetic counseling. aim was to distinguish if possible the cases
of syndromic obesity, and non-syndromic monogernc golygenic obesity. The algorithm
established was focused on identifying the exigteat deleterious genetic variants related to
inherited susceptibility of suffering overweighticato find evidence for high-risk variants in high-
impact familial cases, and low-to-moderate riskareis more widely distributed among the obese

population.

MATERIALS AND METHODS

The staff of the Extremadura Obesity ObservatorBE®.O) assessed 354 families affected with

morbid obesity at a pre-puberal age. All of thenteamevaluated as part of their genetic counseling
consultation. The probandi included in the studyenaore than 3 standard deviations (SD) heavier
than the mean, younger than 14 years of age, dher éissociated with a syndrome phenotype or
with a reference to at least two other early sewbesity cases in first or second degree relatives.
We classified the patients into groups accordintheosymptoms they presented and the description
of the familial phenotypes, the aim being to idignthe presence of any of the monogenic obesity
syndromes often associated with mental retardataysmorphic features, and/or congenital

developmental abnormalities (OMIMattp://www.ncbi.nlm.nih.gov/omin)/ For each patient, a

guestionnaire was completed of personal data amddhstruction of a broad family tree, referring
to comorbidities and previous pathologies. It wakeh as essential to obtain a quality family
history, and we addressed origin and possible cwjusaity. A physical examination provided data
on age of onset of overweight (>3 SD), BMI, waistldip measurements, and serum glucose, total
cholesterol, lipoproteins (HDL and LDL), and trigbrides. After obtaining informed consent for
participation in the study, we requested samplgseapheral blood collected in lithium heparin and
EDTA of the individual or individuals selected fraime family tree and the family history referred
to, and from 300 unselected control individualsreaiby sex. The study was approved by the

Committee for Investigations Involving Human Sultgeaf the Infanta Cristina Hospital.



Genomic DNA was extracted from whole blood usin@ldamp DNA Blood Kit. Genetics
tests were performed using cytogenetic technigadsgh resolution molecular study for Fragile X
syndrome, and methylation analysis to screen foiSPAbcording to the phenotype of the patient
and the family. We performed complete sequencingaafing and regulatory regions of specific
candidate andMC4R and LEPR genes of the non-syndromic obese patients withilitm
antecedents suggesting a recessive pattern of rowdhg and hyperphagia (3130 Sequencer,

Applied Biosystems).

We took the entire non-syndromic obese patient grasi a series on which to conduct an
association case-control study to analyze the oapbn of FTO variability in the molecular bases

of overweight among early onset, severe obesitgasthe population of western Spain.

PCR reactions and genotyping of rs9939609 wereopraegd using an Applied Biosystems
TagMan 7300 system (Applied Biosystems, Foster, @#, USA). SNP primers and probes were
provided by ABI Assays-on-Demand (ID C_30090620. TiHtails of the conditions are available

on request.

Departure from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) wasted as detailed in the literature
(19). An SNP association analysis was performedgusi likelihood ratio test based on logistic
regression models, considering codominant, domjmaoéssive, and additive modes of inheritance.
We estimated the crude OR and 95% confidence @aiter{5% CIl). The HGMD Professional
database was consulted to evaluate the previousiplesns of the variants detected in other

patients.

RESULTS

We suspected 35 patients as being affected by symndrobesity. After applying the established
diagnostic protocol, 9 of them showed -cytogenetlmnoamalities — 48,XXYY; 46,X,psu

idic(X)(p.11.1); dell1q32.1-32.2; del3g25.3-26.2;|6dR25.2-25.3; dellOpl4-15.1; delllpl2pl5.1;



dup15q11-13; and dup17q11.11.1 — revealed by caoioveh cytogenetic techniques. We identified
4 patients who were affected by Prader Willi symaeo and 6 who presented mutated alleles in the
FMR1 gene (affected by Fragile X syndrome), two of whbad developed a Prader-Willi like
phenotype. We also identified 4 cases of syndromiesity with monogenic molecular
abnormalities, of whom two patients presented BaBileld syndrome, and one a C2202S mutation
in exon 23 of thaNDS1 gene (Sotos syndrome). In two families (3 affeatedividuals), we are
continuing the study for Kallman syndrome. The diggic protocol was completed with no

findings in 12 patients with syndromic obesity, wiresented heterogeneous phenotypes.

We believed that 77 patients were candidates farptete sequencing dflIC4R and LEPR
because, besides having reached a weight greate3t8D above the mean at the age of 14, their
height was also above the 90th percentile. Theyrhadtioned signs of hyperphagia and satiety
deficiency in the clinical questionnaire. Althouglot diabetic, they were under review in our
Endocrinology service for signs of insulin resisianand their family pedigree showed a pattern of
autosomal recessive inheritance of obesity. Thedeemis were therefore classified as of high
genetic risk. We detected the variants Vall02lles78Arg, and Gly32Glu irMC4R, and a TA

dinucleotide insertion in theEPR gene (Figure 1). Their characteristics are sunmadrin Table 1.

The entire series was used to investigate risk tgepeofiles of polygenic non-syndromic
obesity, and thd&=TO non-coding polymorphic rs9939609 site in the intnwas evaluated as a
deleterious obesity-inducing change. Genotype faqies for controls were in Hardy-Weinberg
equilibrium. The observed genotype frequencieshefrs9939609 SNP in tHerO gene resulting

from the case-control association analyses are suined in Table 2.

We analyzed obesity-related biochemical paramdtusose, HDL, LDL, total cholesterol,
and triglycerides) of the rs9939609AA patients @aiby sex. We observed an increase in the LDL,
triglycerides, and total cholesterol parameters ragngirls carrying the A allele in homozygous

form. We found no association, however, betweenriie rs9939609 and HDL among the girls.



HDL levels were the same between boys and girlsyicay the A allele in homozygous form. No
statistically significant association was found tloe other biochemical parameters (data not shown)

(Figure 2) (20).

DISCUSSION

Our series revealed the heterogeneity and complekihe genetic basis of severe overweight. The
most recently published meta-analysis establishat ietween 50% and 70% of the variation in
body mass index among individuals is attributaldegénetic differences. These risk-conferring
genetic factors are very different in nature. Onaug consists of seldom found causal agents that
generate Mendelian inheritance patterns and moshefphenotypes of syndromic obesity. The
remainder are variants corresponding to mild-to-enate increments in risk, are most often spread
throughout the general population, and form the mmomest patterns of familial aggregation of

disease.

Although the frequency of syndromes associated wéhere obesity is estimated at only
around 5%, the in-depth study of those cases atlayemes associated with high susceptibility to
severe overweight to be identified, also indicatimogites to other candidate genes. The exact
molecular descriptions of the genetic alteratidmest those patients carry allow guidelines to be
established for the genetic counseling of each Ifamvolved. The main objective is to apply

combined diagnostic strategies to prevent and neanagrweight.

A strategy focused on the most frequently encoedteases of obesity is to try to identify the
commoner low-to-moderate risk alleles. The rs9939808P, located on intron 1 of tikEO gene,
was found to be the best marker of inherited sugugty for these characteristics. Even though the
risks reported as attached to it differ betweemlisgiand populations, there is no doubt as to its

association with the pathology (12, 21).

The first step was to exclude from the series dfep&s suffering from childhood obesity



those for whom the condition was a known secondamptom. These were: (i) endocrine
disorders; (ii) tumour surgery or radiation appliedthe hypothalamic-pituitary area; and (iii)

pharmacological treatment, in particular with psyattive drugs.

The second step consisted in the description adreynes associated with poly-malformation
obesity. A growing number of syndromes are beingcdbed that are transmitted with a Mendelian
inheritance pattern and that present with seveesitpbas one of their phenotypic traits. Although i
absolute numbers they are rare, the greatest presabf such syndromes presenting in our service
has corresponded to the Prader-Willi, Bardet-Bieldd Fragile X syndromes. It is interesting to
note the difficulty that may be posed by the diagymaf cases of this last pathology, since the
phenotype mimics that of Prader-Willi syndrome. Tpadients with abnormal karyotypes classified
as variants of Turner syndrome 46,X,psu idic (X){pl) and Klinefelter syndrome (48,XXYY)
presented severe obesity with no family historyoeérweight. We also identified 6 patients with
mental retardation and/or malformations whose dglais cytogenetic alterations are causal of
phenotypes that include obesity. Their excess weaigiresponded to more than 3 SD for their age,
although they belonged to families with no histarfy obesity. The demonstrated susceptibility
associated with each of the cytogenetic alteratimakes an accurate molecular analysis of the
genes involved with SNP/CNV or CGH (comparative gyait hybridization) arrays essential. We
included in our series a single case of a girl 8f honths without any changes in weight,
considering that her status as a carrier of th&Qdgl6.2qter deletion makes her a candidate for
high-risk monitoring to avoid severe obesity. Pagdihe molecular characterization of this case,
the alteration identified suggests that she muste ha haplo-insufficiency of brain-derived
neurotrophic factorBDNF), a regulator of proliferation, survival, and éiféntiation of neurons
during development, of neuronal plasticity of theruous system, memory, behaviour, and
cognitive development. In additioBDNF is involved in energy metabolism and eating behavio
We consider her therefore to be a patient affectgd WAGRO syndrome (OMIM #612469) at

high risk of a development that includes obesity.



The genotype frequencies of rs9939609 for syndravhiesity were found to be in Hardy-
Weinberg equilibrium. The rs9939609 frequencieded#d between obese subject carriers of
rs993609TA (2.40) and rs993609AA (1.86), so thatehs a link between the presence of the SNP
in heterozygous form and the risk of becoming owgit, but this is not the case when the SNP
appears in homozygous form. This apparent contiadién the results may be due to the small
sample size —35 patients— in the syndromic obegityup in our study. The biochemical

abnormalities in these patients were associatdudtivi different syndromes diagnosed.

After the first cases of obesity in humans causgdniitations in theMIC4R gene (18922,
OMIM # 155541) (22, 23) were identified from cliaicstudies of obesity and major hyperphagia,
these mutations have now come to be considerecdhmnonest causes of monogenic human
obesity. The worldwide prevalence of obesity-assed MC4R mutations has been estimated at
between 2% and 5% (24), with, more recently, iargd cohort of obese and non-obese controls, it
being found that the prevalence of obesity caugdueberozygous mutations MC4R is 2.6% (25).
Sequencing analysis of tiMC4R gene revealed, in three families, one His76Arg @mel Gly32Glu
mutation, and one Vall03lle polymorphism. A tot&l 77 patients were classified as presenting
monogenic obesity, and were also considered as higim-risk families. The His76Arg mutation

has not yet been described in the public dataldasssmbl Kittp://www.ensembl.org/index.htlhor

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.goy, and has not been detected in the individual$yaed of a

non-obese European control population. This cakias the first to have been identified in the
Extremadura population. Functional studies foundefiect on the cAMP response to increasing
concentrations ofi-MSH for this mutation as compared to the wild typ€4R (26). The patient, a
woman, heterozygous for the H76R mutation, was taygwus for rs9939609A. The mutation
Gly32Glu, which neither has been described in tdip databases, was identified in heterozygous
form in one woman, again the first individual in evh it has been found in the Extremadura
population. However, the prevalence of this variaat been described, being 0.67% in severely

obese patients compared with controls. Its presdnes not significantly affect thdC4 receptor,



and it has been noted (27, 28) that its correlatuaih the occurrence of obesity has yet to be
sufficiently demonstrated. In this patient's sample other alterations in thRIC4AR gene were
identified that could, as the only cause, explhia tase's referred familial pattern. This patigas

also homozygous for the 9939609A SNP.

The Vall103lle polymorphism was identified in a leygous male patient. It is described in
the public databases (Ensembl and NCBI) with agleafrequency of between 1 and 5%, much of
the variability of this frequency correspondingdifferent ethnic groups. Studies of the possible
functionality of the change (29, 30, 31) find i, @ low risk polymorphism, to have a likely effect
on energy imbalance and feeding behaviour, in eshtwith its lack of relationship with
anthropometric parameters, metabolic syndromeadti@vascular risk. In this patient's sample, no
other alterations in thBIC4R gene were identified that could, as the only caasgplain this case's
referred familial pattern. Functional studies oftkariant find no indication that its presence is
related to alterations in thRIC4AR gene. This patient, a heterozygous carrier of \thi03lle

polymorphism, was homozygous for the 9939609A SNP.

We also sequenced the leptin receptor g&ldPRR), and identified in one female patient a
heterozygous TA dinucleotide insertion (g.1455245R6insTA) which has not previously been
described in the public databases (Ensembl and NBGtalized in the intronic region 76
nucleotides before the start codon. This patiethesfirst individual in whom this variant has been
found in the Extremadura population. There havgeddeen no functional studies of this variant,
and neither has its allelic frequency been desdrirevalidated (32). In this patient's sample, no
other alterations in thlIC4R gene were identified that could, as the only caesplain the familial

pattern in her family tree. This patient also wambzygous for the 9939609A SNP.

Careful examination and study of the biomarker levgHDL, LDL, total cholesterol,
triglycerides, and glucose), data provided to usth®y Hospital's Endocrinology service, showed

them to be unaltered in these four patients, anitherewere there signs of metabolic syndrome or



cardiovascular risk. The patient carrying the HaeR mutation, however, presented short stature
and hypothalamic hypothyroidism. None of the foteggented any particular biochemical alteration

not also presented by other obese individuals digtinct genotypes.

In considering high-risk criteria with respect teight, age, and pedigree, we observed a high
level of heritability of morbid obesity among thaasiected individuals considered as possibly non-
monogenic. The variability of thé&TO gene is of great interest in finding morbid-obesit
susceptibility alleles. The findings confirm thebtished association of the presence of alterations
in FTO and the appearance of polygenic obesity. Our sshewed the significant heritability of
obesity and its relationship with severe childhooget. This property of the series (severe obesity
in childhood) maximized the statistical power amluced the necessary sample size for the
variability in our association study. The risk esdtes in other studies for the same genotypes are
lower, being inferred from larger series but whoases were selected only as being severe obesity
which developed at any age. The present study demnades the importance of detecting the
association between the presence of gene variawtshe polygenic, multifactorial aetiology of
most cases of severe obesity. In the present sivglydentified an overall risk of 3.37 (OR: 1.80-
6.31) for homozygous individuals (A/A) in the noyndromic obesity group (monogenic plus
polygenic non-syndromic obesity), although thel@ll&equencies of this polymorphism present a
major variation among different ethnic groups. Wialgzed the correlation of obesity with some
biochemical parameters (glucose, HDL, LDL, totablelsterol, and triglycerides) among patients
AA homozygous for rs9939609, separated by sex. [Ekels of LDL, triglycerides, and total
cholesterol were higher in women than in men, khdarg were no statistically significant
associations with the other parameters. Thesetsesohfirm the literature descriptions of the
influence of the 9939609 SNP, although, as expthad®ve, their estimates of risk are lower than

ours because their series include morbidly obesera selected solely by the criterion of weight.

These patients presented no particular biochenaltatation not also presented by other

obese individuals with distinct genotypes (homozngor heterozygous for the rs9939609 SNP)



within the same group of obesity.

In sum therefore, we have been able to define gepatfiles that can explain a significant
proportion of the heritable risk of developing abes the Extremadura population, with different
genetic, phenotypic, and biochemical charactessfitiese results also demonstrate that patients
can be classified into three groups according ¢otyipe of obesity they suffer: syndromic obesity,
non-syndromic monogenic obesity, and non-syndrgrolggenic obesity. Specialists should clearly
treat these three types of obesity differently. Tihdings also confirm that our selection of patsen
based on personal and familial phenotype charatiteriwas correct. Indeed, one of the conclusions
to be drawn from the results is that there is arcteeed to define criteria to serve as a diagnostic
tool differentiating patients' obesity as monogemigolygenic according to the phenotype of their
obesity and their pattern of familial inheritantteis also essential to review the concept of nobrbi
obesity itself, and to approach the question okipe@ssociated with mental retardation. Today, the
power of different statistical treatments allowsedo expect that an individual's inherited genetic
patterns will be identifiable, with the capacity mfedicting the individual's various risks. Finally
the diagnostic combination of biochemical and gertests will help individualize clinical practice,
with strategies based on such a specialized msdiglinary approach achieving a far greater rate of

prevention than we know today.
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FIGURES

Figurel

TITLE: IDENTIFIED g.145524_145525insTA IN THEEPR GENE.
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localized in the intronic region of theEPR gene (identification by reverse strand automatic
sequencing) The software program Seqscape allowed sequendesneth from the groups of

patients analyzed in the series to be aligned antpared.



Figure?2
TITLE: ANALYSIS OF OBESITY-RELATED BIOCHEMICAL PARAMETERSASSOCIATED

WITH THE rs9939698A GENOTYPE.
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FOOTNOTE: The analysis compares the levels of different Bidears (HDL, LDL, total
cholesterol, and triglycerides) for rs9939609 SidRgmts paired by sex. The rs9939609A risk allele
was found to be associated in girls with LDL, tathblesterol, and triglycerides but not with HDL

(20).



TABLES

Tablel

TITLE: IDENTIFIED VARIANTS IN THE MC4RAND LEPR GENES.

GENE ACCESSION CODON AMINOACID PROTEIN NUCLEOTIDE CLASS PHENOTYPE REF.
NUMBER CHANGE CHANGE HGVS HGSV
HGMD HGMD
MC4R CM085524 CAT-CGT His76Arg H76R 227A>G Missense. Obesity 26
Unknown autosomal
dominant
MC4R CMO070989 GGA-GAA Gly32Glu G32E 95G>A Misse. Obesity 27,28
Unknown autosomal
dominant
MC4R CM030481 GTC-ATC Val103lle V103I 307G>A SNP Obesity 29,30,
2229616 autosomal
dominant
LEPR  Not yet CAGACAA Not yet Not yet Not yet Insertion Unknown Not
available CT(-/ta)TAT available available available publist
Forward
strand

FOOTNOTE: The table summarizes the characteristics of thaggmidentified in th/C4R and

LEPR genes.



Table?2
TITLE: GENOTYPE DISTRIBUTIONS OF THE rs9939609 SNPs AMON&ROUPS OF

PATIENTS ADJUSTED FOR PERSONAL AND FAMILIAL OBESITPHENOTYPE.

r 9939609 TT TA OR  95% ClI AA OR 95% ClI
CONTROLS 87 (33%) 134 (51%) - - 42 (16%) - -
SOB 10(17.8%)  37(66%)  2.40  1.14-5.08 9(16%) 1.86 0.834
NSOB 24 (23%) 41(39.5%) 1.11 0.63-1.96 39 (37.5%) 3.37 1.80-6.31
MNSOB 14 (18.1%) 42 (55.4%) 1.95 1.00-3.78 21 (27.2%) 3.11 1.44-6.71
PNSOB  38(21%) 83(46%) 142 0.89-227 60(33%)  3.27 1.89-5.66

FOOTNOTE: The table presents the genotype distributionshef 59939609 SNPs analyzed,
adjusted for personal and familial obesity phenetyand referred to a codominant inheritance
pattern.The AA genotypevas statistically significantly associated with tigesity phenotype among
non-syndromic obese patients, including MNSOB amiS©B (underlined) SOB: syndromic
obesity; NSOB: non-syndromic obesity; MNSOB: mondgenon-syndromic obesity; PNSOB:

polygenic non-syndromic obesity; OR: odds ratia; é@nfidence interval.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Individuals who are carriers of deletions of various sizes that cause haploinsufficiency in the contiguous WT1
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1. Introduction

WAGR syndrome is a contiguous gene syndrome due to deletion at
chromosome 11p13 in a region containing the WT1 and PAX6 genes.
Despite of its low frequency, numerous WAGR syndrome cases with
overlapping interstitial deletions on the critical domain have been doc-
umented. A specific phenotype of WAGR including obesity (WAGRO)
has been associated with haploinsufficiency of the BDNF gene. Other
symptoms of WAGRO syndrome may also be pointed out, as excessive
food intake (polyphagia/hyperphagia), early-onset overweight and
high blood cholesterol levels. It is widely accepted that the variation
in the clinical features of the patients depends on the size and molecular
characteristics of the deletions (Fischbach et al., 2005). WT1 and PAX6
are widely accepted as responsible for the common oncogenic (WT1),
ocular and genitourinary features (PAX6) of the syndrome, but it re-
mains unclear which other genes in/or close to the WAGR locus may
contribute to a more severe phenotype. Patients with PAX6 mutations
have evidenced its role in aniridia, and series of individuals carrying de-
letions including that gene, have suggested its implication in human
behavioral and neurodevelopment phenotypes (Malandrini et al.,
2001; Tzoulaki et al., 2005; van Heyningen and Williamson, 2002; van
Heyningen et al., 2007). If the deletions encompass the genes BDNF
and LIN7C, added to the haploinsufficiency of the PAX6 and WT1
genes (including from the chromosome positions 27,472,546 to
32,413,663), the patients may exhibit variable degrees of developmen-
tal delay, attention deficit hyperactivity disorder, autism, and cognitive
and memory dysfunctions. Those clinical signs usually appear added to
anincreased food intake and a severe overweight. The previous descrip-
tion of the phenotype from some WAGR series, allows for hypothesizing
that the deletions which include the genes SLC1A2 and PRRG4 plus the
BDNF gene (from the chromosome positions 26,645,141 to 32,832,681),
generate a more altered mental development (Han et al., 2008; Shinawi
etal.,, 2011). BDNF modulates synaptic plasticity and in relation to learn-
ing and memory, it mediates its long-term potentiation and may alter
the intrinsic biological activity of the hippocampus neurons, leading to
impairments function in humans (Egan et al., 2003). It is also expressed
in the ventromedial and dorsomedial hypothalamus where nutrition is
regulated by leptin, and lies downstream of MC4R neuronal pathways.

It has been published that the frequent and nonconservative poly-
morphism in the human BDNF gene (dbSNP rs6265) alters the intrinsic
biological activity of the hippocampal function. This single nucleotide
polymorphism (SNP) at nucleotide 196 (G/A) produces an amino acid
substitution (valine to methionine) at codon 66 (val/66met). Met/Met
subjects exhibited lower memory score than other genotype groups.
Also Val/Met subjects showed an abnormal pattern of increased bilateral
hippocampus activation compared to baseline Val/Val subjects. In vivo
measures of neuronal/synaptic activity in the human hippocampus for-
mation corroborated that individuals with the Met allele, tended to have
lower intracellular neuronal/synaptic activity (Egan et al., 2003).

We detailed the molecular genetic characterization of a girl who
carries a deletion of 40 Mb in the 11p15.1p12 chromosomal region
(from 18,676,926 to 36,576,388). She was affected with aniridia as
the only clinical sign from birth day. High-density SNPs/CNVs micro-
array was used to delineate the deleted genes and to define how the
area in haploinsufficiency could possibly contribute to the phenotype
development. Sequencing of the BDNF gene of the remaining allele
also offered data.

Due to the critical region for childhood-onset obesity in the WAGR
syndrome which has been localized within the 80 kb region of exon 1
of BDNF, we analyzed the relationship between its genetic variation
and the body mass index (BMI) in 218 Spanish patients affected by
non-syndromic and severe obesity, and belonging to families with
high risk antecedents for severe body overweight. Our goal was to de-
sign individual and more effective protocols, to suggest less damaging
treatments for children with WAGRO syndrome, and to study the
cause of this disease.

2. Patient and methods

A female child was born as the product of the first pregnancy of
unrelated and asymptomatic parents; she was considered a candidate
for cytogenetic studies because of bilateral and complete aniridia
which was present since birth. The pregnancy and delivery were
achieved at 34 weeks and 6 days of gestation [birth weight 2.050 g
(P15) and length 41 cm (<P3)] by cesarean section for intrauterine
growth retardation. Her head circumference was 31 cm (P20) and
the maximum weight loss was at the third day of life and reached
7% weight recovery on the 14th day. Metabolic screening tests,
brain and abdominal ultrasound, audiometric tests and other physical
examination showed normal results. She suffered an asymptomatic
hypocalcemia (minimum values of calcium of 0.97 ml/l) of two days
duration, in the second week of life; responding to the biochemical al-
teration to calcium gluconate.

After obtaining informed consent, peripheral blood lymphocyte
cultures of the proband and her parents were set up by standard tech-
niques for karyotyping with high resolution GTG banding.

The deletion was detected using the Affymetrix Cytogenetics
Whole-Genome 2.7 M Array. Data was collected using Gene Chip Scan-
ner 3000 Dx and CEL files were analyzed using Chromosome Analysis
Suite software (ChAS v1.1). The annotation file used was hg18. Detected
CNVs were compared with the Database of Genomic Variants (DGV)
http://projects.tcag.ca/variation and with the International Standards
For Cytogenomic Arrays Consortium (Public ISCA database) https://
www.iscaconsortium.org. The Database of Chromosomal Imbalance
and Phenotype in Humans (DECIPHER; https://decipher.sanger.ac.uk)
was used as main resource for evaluating the clinical significance of
the detected alterations.

Bidirectional sequence analysis of genomic DNA including the two
exons of the BDNF gene (ENSG00000176697, chromosome 11: 27,676,
440-27,743,605, transcript length: 3829 bps and translation length:
247 residues) as well as intron-exon boundaries, was initially per-
formed on the proband and 30 patients from the non-syndromic and
severe childhood obesity series. Primer sequences used for amplifica-
tion were designed with Primer 3 software (primer sequences available
upon request). Sequencing was performed on an ABI 3130 DNA Analyzer
(Applied Biosystems) using Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Chemistry (Applied Biosystems), according to protocols recommended
by the manufacturer. Base calling was performed with Sequencing Anal-
ysis v5.2 (Applied Biosystems). The sequences were analyzed with the
Stadden package software and the Applied Biosystems SeqScape Soft-
ware v2.5.

The rs6265 was genotyped on 198 control individuals from the same
population as the cases were from, by the polymerase chain reaction
(PCR) in a total volume of 10 ml containing: 50 ng of template DNA,
50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 1.5 mM MgCl2, 200 mM of dNTP
(Pharmacia Biotech), 10 pmol of each oligonucleotide (Life Technolo-
gies) and 0.25 U of Taq DNA polymerase (Boehringer Mannheim). Am-
plification conditions consisted on an initial 4 min denaturation step at
94 °C, 32 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 58 °C and 30s at 72 °C,
followed by a final extension of 10 min at 74 °C. Primer sequences
were 5’-AGGTGAGAAGAGTGATGACC-3’ and 5'-CTGGACGTGTACA
AGTCTGC-3'. The Val66Met SNP changes an Nla III restriction site. In
the presence of the Met66 allele, digestion with Nla III produces five
fragments of 80, 77,62, 58 and 15 bp, whereas the Val66 allele produces
4 fragments of 157, 62, 58, and 15 bp.

The prediction of the potential impact of the SNP rs6265 on the
structure and function of the protein was carried out using the
Alamut Mutation Interpretation Software v2.0, which incorporates
the online prediction tools: PolyPhen-2, SIFT and Align GVGD.

A genotyping study based on the interindividual genetic variability
of the BDNF gene in 218 non-syndromic extreme obese children belong-
ing to high risk obesity families, showed that 57% had three obese indi-
viduals among first, second, and third degree relatives. The mean age of
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appearance of overweight, considered as greater than 3 SD, was at six
years of age (range 1-16). The patients were compared with 198 unse-
lected control individuals, who were chosen as representative of the
same genetic background as the cases, and matched by sex; ages from
22 to 81 years.

European material CEU was downloaded from the International
Haplotype Mapping Project web site (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
cgi-perl/gbrowse/hapmap27_B36) and tag SNPs were assigned using
the Haploview software (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/).
The considered minor allele frequency was 10%, and pair wise tagging
with a minimum r2 of 0.80 was applied to capture the common var-
iations. A set of the 4 tag SNPs rs11030102, rs10835210, rs16917237
and rs11830119 were selected within a 46, 5 kb region that encom-
passes the BDNF gene (from contig NT_009237.18 chromosome posi-
tion 27,681,596 to 27,728,102). They captured most of the common
variations of the gene, as well as within its adjacent candidate region,
among the listed on the SNP and HAPMAP databases. None of those
common SNPs were predicted to generate amino acid substitutions
and the suggested obesity-associated SNPs were intronic.

Data regarding common SNPs and linkage disequilibrium values in
Caucasians were obtained from Genetic sequence database at Ensembl
(www.ensembl.org) and HAPMAP (www.hapmap.org). Departure from
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) for all the biallelic SNP markers
were tested using a fast exact test as described in Gonzélez et al.
(2007). Genotyping analyses were carried out based on the commercially
available iPLEX® Sequenom's primer extension methods and Mass
ARRAY MALDI-TOF mass spectrometry-based platform. Detailed condi-
tions are available upon request. SNP association analysis was performed
using likelihood ratio test based on logistic regression models consider-
ing codominant, dominant, recessive and additive modes of inheritance.
The crude OR and 95% confidence intervals (95% CI) were estimated.

3. Results

Karyotyping to patient affected with bilateral aniridia from birth-
day and her parents revealed in the girl 46, XXdel11p15.1-12 dn. In
the last review at 3 years and 4 months of age, the patient showed
a larger left eye with unilateral cataract, glaucoma, horizontal palpe-
bral fissures and mild bilateral horizontal nystagmus, atrophic macula
and optic nerve. The girl showed noticeable delay, especially in
speech, and the physician had a high index of suspicion to consider
the diagnosis of mental retardation and general inability to do things
on her own. Although there were not dysmorphic signs, a thin upper
lip and an elongated philtrum could be appreciated. She did not con-
trol sphincters and presented a continuous slobbering with no signs
of hyperphagia. Anthropometric parameters were still under the
normal ones: weight 12.2 kg (P3), height 87.3 cm (<P3) and head
circumference of 47.0 cm (P3).

Tumor markers in the blood and urine remained normal. Abdom-
inal ultrasound and the rest of the clinical evaluation resulted with no
other findings.

The proximal breakpoint was determined using the ChAS software
(hg 18) at chromosome position 18,676,926 affecting the TMEM86A
gene, and distal breakpoint at 36,576,388 within the RAG2 gene
(Fig. 1).

The size deletion was 40 Mb encompassing a total of 124 genes or
open reading frames, including the genes: CSRP3, SLC6A5, FANCF,
BDNF, FSHB, PAX6, WT1, CD59, LMO2, CAT, CD44, RAG1 and RAG2,
which had OMIM (OMIM ID: 601240) entrance (Table 1).

The PAX6 haploinsufficiency explained the development of eye ab-
normalities observed, also attributed to region 100 kb distal to the 3’
prime end of PAX6, which harbors regulatory elements for PAX6 expres-
sion and contained enhancer elements. We narrowed the deleted region
by assessing heterozygosis of the genotypes generated from the SNP
array. Additionally, the coding regions and exon boundaries of BDNF
were sequenced in the proband to rule out the possibility of compound

heterozygous functional variants. Only the rs6265 variant was identified,
which produces the amino acid substitution GTG/ATG, V (Val)/M (Met)
in the 66 codon position. The change appeared in the homozygous
condition, due to the haploinsufficiency of BDNF gene in the patient.
The allele frequency among control population for the allele A of the
1s6265 was 21.1%; therefore the prevalence did not differ significantly
in respect to 30 patients selected for suffering non-syndromic childhood
and severe obesity. The genotype distributions were in Hardy-Weinberg
equilibrium. Alamut software predicts a deleterious capability for this
variant.

The observed and expected genotype frequencies of the 4 studied
tag SNPs in the BDNF gene from the case-control association analyses
were similar (they are summarized in Table 2). No difference was statis-
tically significant for the four established comparisons in the selected
SNPs. Considering all observed haplotypes and disequilibrium block
structures, the results from the sliding window analysis did not point
to any markers as possibly having any low to moderately implication
in overweight risk. Their distribution among cases and controls in our
series were similar (data not shown).

4. Discussion

The molecular characterization of a much larger deletion than
those shown in the region responsible for the syndrome of WAGRO
in a girl aged six months, evaluates the deleterious capabilities of
the global list of the genes acting under a haploinsufficiency, based
on their functional role and inheritance patterns. Individualized mon-
itoring strategies were focused on primary and secondary prevention
of expected signs and symptoms. The predicted genotype-phenotype
relationship was established from the published data of patients af-
fected with WAGR or WAGRO syndrome, who were analyzed at
older ages (Han et al., 2008; Shinawi et al., 2011; Xu et al., 2008).
The physical 40 Mb de novo del11p15.1-12 identified in the girl,
includes 13 OMIM morbid genes affected. It was tabulated to the 25
entries existing in the DECIPHER database (https://decipher.sanger.
ac.uk/syndrome/35) whose detailed deletions ranging from 1 up to
26.5 Mb (search web page results for ‘chr11:18676926-36576388’).
All of them were characterized as WAGR 11p13 deletion syndrome,
due to their variable size but always including the genes WT1 and
PAXG6 that account for the common oncogenic (WTT1), ocular and gen-
itourinary features (PAX6) of the syndrome. The data base assumes
that individuals affected by WAGR syndrome typically have low-
normal birth weight. A substantial proportion of patients develop a
marked obesity, being that susceptibility attributed to the deleted
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (Han et al.,, 2008), which
encodes a component of the leptin signaling pathway in energy ho-
meostasis (Gray et al., 2006). The patient carried a much broader
than the described deletions which included all the major genes in-
volved in the WAGRO phenotype: WT1, PAX6, BDNF and SLC1A2.

The suppression of PAX6 and its regulatory elements located 5’ of the
gene, as well as other upstream elements explained the congenital
aniridia and cataract in the patient (Kim and Lauderdale, 2006;
Kleinjan et al., 2006; Lauderdale et al,, 2000). In the final clinical carried
out at 18 months old, only eye malformations and optic atrophy were
evident. Clinical follow-up has focused on the early diagnosis of a possi-
ble Wilms tumor, which is non-existent so far. It is accepted that the
existence of a metabolic phenotype and neurobehavioral impairment
related to the haploinsufficiency of the BDNF gene, including severe hy-
perphagia, altered cognitive function and memory, added to a charac-
teristic hyperactive behavior.

The contribution of the deletion of the SLC1A2 gene added to the lost
BDNF seems to be more deleterious because it is also capable to develop
autism and mental retardation (Xu et al,, 2008). At 18 months of age,
speech and language were still not evident thus showing a delayed de-
velopmental milestone. The baby had not deviated from the predicted
percentiles during the 1st year and a half of life, although the
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Fig. 1. Affymetrix whole-genome human SNP 2.7 analysis. Deletion region 46, XXdel11p12-15.1 dn in patient. The deletion is 40 MB and contains a number of other potential
autism candidate genes. The distal breakpoint was determined using the ChAS software at chromosome position 18,676,926 affecting the TMEMS86A gene and distal breakpoint

at 36,576,388 within the RAG2 gene.

acceleration in weight gain has been described to start at the beginning
of the second year of life (Shinawi et al., 2011). The WAGRO patients
reach BMI around 4.3 SD above the age-related population-based
mean, that is at 8 years of age. By 10 years of age, 100% of the patients
with heterozygous BDNF deletions are obese (BMI> or =95th percen-
tile for age and sex) as compared with 20% of persons without BDNF
deletions (Han et al., 2008).

In respect to the existence of the V66M variant in the remaining
allele of the BDNF gene (dbSNP no. rs6265), we consider interesting to

Table 1
Annotations of the deleted genes included in the OMIM morbid map.

assume an increased susceptibility of the patient to the development
of these clinical symptoms derived from a deficient function of the
Bdnf protein. For this assertion we rely on the software Alamut, which
attributed a harmful capacity for such a variant, although 7.5% of the
control subjects were homozygous AA for this polymorphism. The
case of another patient with a haploinsufficiency of BDNF gene and
carrying the rs6265 in the allele on an intact chromosome has also
been published. Functional tests showed the carrier individual had a
monoallelic expression of the gene and had reduced levels of serum

Annotation Gene Min/max chrom. location Size (kbp) OMIM morbid ID
Cardiomyopathy familial hypertrophic (612124) CSRP3 19,160,153/19,180,106 19.953 612124
Hyperekplexia (149400) SLC6A5 20,577,521/20,633,186 55.665 149400
Fanconi anemia FANCF 22,600,654/22,603,963 3.309 107269
Central hypoventilation syndrome congenital (209880) BDNF 27,633,019/27,677,790 44.771 209880
Folliclestimulating hormone deficiency isolated (229070) FSHB 30,209,138/30,213,400 4.262 229070
Cataract with late onset corneal dystrophy (604219) PAX6 31,762,916/31,789,455 26.539 604219
Frasier_syndrome (136680) WT1 32,365,900/32,413,663 47.763 136680
(D59 deficiency (612300) CD59 33,681,133/33,714,601 33.468 612300
Leukemia LMO2 33,836,700/33,847,947 11.247 604159
Acatalasemia CAT 34,417,053/34,450,182 33.129 180385
Blood group (D44 35,116,992/35,210,524 93.532 107271
Severe combined immunodeficiency B cell negative (601457) RAG1 36,546,138/36,557,884 11.746 601457
Combined cellular and humoral immune defects with granulomas (233650) RAG2 36,570,070/36,576,388 6318 233650

Table 1 shows the relationship of genes located in the region deleted in our patient and have input into the molecular OMIM basis of clinical and/or conditions defined. The

annotation file used was hg18.
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Table 2

Case-control association analyses in the BDNF gene, adjusted by sex in a codominant model.

rs SNP Controls (%) Cases (%) OR Lower-upper p-value HWE(control) HWE(cases) Missing (%)
codominant

rs11030102

C/C 111(62.4) 127(60.8) 1.00 0.3150 0.6466 0.4294 15

C/G 61(34.3) 69(33.0) 1.02 0.66-1.58

G/G 6(3.4) 13(6.2) 2.14 0.77-5.92

1s10835210

C/C 68(38.0) 68(32.9) 1.00 0.4162 0.1630 0.1222 1.8

A/C 77(43.0) 91(44.0) 1.21 0.76-1.92

A/A 34(19.0) 48(23.2) 145 0.83-2.55

rs16917237

G/G 100(57.1) 129(67.2) 1.00 0.05835 0.6851 1.0000 6.6

G/T 63(36.0) 57(29.7) 0.68 0.44-1.07

T/T 12(6.9) 6(3.1) 0.37 0.13-1.03

rs11030119

G/G 85(49.7) 107(53.2) 1.00 0.4600 0.0829 0.7212 53

A/G 78(45.6) 81(40.3) 0.81 0.53-1.24

A/A 8(4.7) 13(6.5) 1.30 0.51-3.33

Table 2 shows the genotype information of SNPs covering the BDNF gene. For each SNP, the two alleles, major allele frequency (MAF), Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) test, and
percentage of missing genotypes are described. The p-value for the HWE test was done on the controls and cases. No statistically significant differences were observed in our series.

BDNF protein if compared with control subjects (Gray et al., 2006), al-
though recent GWAS strategies did not corroborate that severance
(Terracciano et al, 2011).

Identified Val66Met polymorphism has been analyzed in relation
to various pathologies in large series of individuals of different ances-
tries. It is associated with poorer episodic memory, abnormal activa-
tion of the hippocampus and eating disorders (Monteggia et al.,
2004). Other positive associations with Parkinson's disease have
also been detailed (Lin et al., 2011; Liu et al., 2012).

The existence of mutations or haploinsufficiency that causes
monoallelic expression of BDNF has been widely associated with the de-
velopment of the phenotypes with obesity and hyperphagia, based on a
diminished secretion of the protein. It was expected that serum con-
centrations of BDNF in the patient were to be approximately 50%
lower than physiologically normal metabolic conditions. Blood glucose
uses to be normal, but checking the possible existence of fasting
hyperinsulinemia has been considered as suitable (Gray et al., 2006;
Han et al,, 2008). Some infrequent and unknown functional genetic
variants, in particular the BDNF polymorphism p.Val66Met, have also
been related to low-moderate susceptibility to body overweight and
other complex eating disorders.

Strict monitoring of these patients is a safe tool to increase the
clinical utility of the card for the syndrome genes WAGR (Clericuzio
et al, 2011) and to define in detail the WAGRO syndrome. In the
Decipher database WAGR 11p13 deletion syndrome is described
(https://decipher.sanger.ac.uk/syndrome/35) as associated to dele-
tion variable in size (from 1 to 26.5 Mb) and always including the
genes WT1 and PAX6. Obesity is not included in the main features of
the four described phenotypes, although it is reflected that a substan-
tial proportion of cases develop marked obesity, mediated by
brain-derived neurotrophic factor (BDNF).

We have derived the patient to pediatric specialists to design
clinical examination to look for brain abnormalities by magnetic
resonance (Bamiou et al., 2007), so as to establish an individually
tailored management and in order to select the optimal treatment
for the control of hyperphagia, hyperactivity and nociceptive deterio-
ration. Modulation of synaptic plasticity may be a primary prevention
and therapeutic approach for the treatment of obesity in this patient.
It is essential to take into account that using strict food restriction
management, binge eating, hyperphagia and overweight can be acti-
vated (Cordeira et al., 2010).

The valuation of BDNF as a capable gene involved in developing
obesity associated to a syndromic phenotype may not be considered
as the unique causal molecular base. The existence of low to moderate
risk genetic attributable to interindividual variability cannot be exclud-
ed. The diverse strategies used to clarify the impact of polymorphic var-
iants associated with amino acid change need precise, extensive and
complete functional studies to obtain conclusive results with clinical
applicability. The SNP rs6265 was evaluated in depth using well
designed in vivo/in vitro strategies, which concluded that this specific
genetic polymorphism is a deleterious factor in altered human hippo-
campus function. The Met allele was considered capable of contributing
to generate other human illnesses, and carrier patients might suffer
greater functional impairment (Egan et al., 2003).

Genotype distributions of the 4 selected tag SNPs which reveal the
whole disequilibrium block diversity of the BDNF gene, were investi-
gated to identify common susceptibility in genetic profiles to severe
obesity from childhood at the BDNF susceptibility locus. There is
no prior description of low to moderate risk polymorphic causative
variants though the sequence is strongly maintained across species
in this region. No association was evidenced in our series either.

5. Conclusions

1. We aim to demonstrate the importance of taking into account
the clinical implication of the BDNF gene in the WAGR syndrome,
generated by the loss of genetic material added to the possible ex-
istence of other genetic functional variants in its genomic region.

2. Individually tailored management and treatment for the control of
hyperphagia and obesity may be considered essential to reduce
disabilities as origins of major morbidities.

3. The molecular analysis of the exact deleted genomic region around
the location of WTT and PAX6 genes (associated to WAGRO syn-
drome), and sequencing of the remaining intact allele in those
patients, are needed to assess the risks of developing more severe
phenotypes associated with mental retardation.
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PALABRAS CLAVE Resumen

Obesidad; Objetivo: Seleccionar individuos cuya obesidad morbida (OM) se pueda atribuir
Gen FTO; preferentemente al perfil genético individual. Tras descartar pacientes con posibles
Polimorfismos; sindromes monogénicos y otras enfermedades con obesidad asociada, evaluar la asociacion
Riesgo de la variabilidad del gen FTO (asociado con la masa grasa y la obesidad), sobre la base

de los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) con rs1861868 y rs9939609, con la
predisposicion heredada a padecer OM.

Pacientes y métodos: Tras evaluar a 270 pacientes con OM instaurada antes de los 14 afos,
seleccionamos a 194 por su fenotipo y la historia familiar referida; se incluyé a 289
individuos controles. Se genotiparon los cambios en el SNP rs1861868 y rs9939609 del gen
FTO, y comparamos sus frecuencias genotipicas y haplotipicas en ambos grupos
poblacionales.

Resultados: Se confirmo la asociacion del alelo A del SNP rs9939609 con la obesidad grave
instaurada en la infancia en la poblacién espaiola. Los individuos portadores del haplotipo
rs1861868 G/rs9939609 A del gen FTO mostraron un incremento del riesgo (odds ratio de
3,03; intervalo de confianza del 95%: 1,74-5,27) a padecer obesidad moérbida en nuestra
poblacion.

Conclusion: Analizar las bases genéticas de la obesidad precisa una rigurosa seleccion de
los casos. La asociacion del SNP rs9939609 con la obesidad, ampliamente descrita en
distintas poblaciones, se confirma en la poblacion espafola. Identificamos el primer
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haplotipo de riesgo al analizar el SNP rs1861868 del bloque haplotipico contiguo al que
contiene el primero. Es preciso estudiar en profundidad la variabilidad interindividual del
gen FTO para identificar la causa de su capacidad deletérea a la enfermedad.

© 2009 SEEN. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

Association of FTO gene polymorphisms and morbid obesity in the population
of Extremadura (Spain)

Abstract

Objective: To select individuals whose morbid obesity can be attributed mainly to their
individual genetic profile. After excluding patients with potential monogenic syndromes or
diseases associated with obesity, we evaluated the association of the single nucleotide
polymorphisms (SNPs) rs1861868 and rs9939609 of the fat-mass and obesity-associated FTO
gene with an inherited predisposition to morbid obesity.

Patients and methods: We evaluated 270 patients with morbid obesity and onset before
the age of 14 years and selected 194 due to their phenotypes and family history; 289
control individuals were included. The rs1861868 and rs9939609 variants, located in the
FTO gene, were genotyped. Genotype and haplotype frequencies were compared between
cases and controls.

Results: The A allele of rs9939609 was associated with severe obesity starting in childhood
among the Spanish population. The rs1861868 G/rs9939609 A haplotype of the FTO gene
was also significantly associated with severe obesity in our population, with an odds ratio
of 3.03 (95% confidence interval, 1.74-5.27).

Conclusion: Analysis of the genetic basis of obesity requires rigorous selection of cases. In
this study, the association of the rs9939609 SNP with obesity widely described in distinct
populations was confirmed among overweight Spanish children. Genotyping rs1861868
allowed us to identify the first risk haplotype in the FTO gene, which is located in the
adjacent haplotype block containing rs9939609. In-depth study of the variability of the
FTO gene is essential to define its deleterious capacity.

© 2009 SEEN. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccioén

La epidemiologia genética constituye en la actualidad una
de las disciplinas fundamentales en el abordaje de la
obesidad. La complejidad y la diversidad del disefio de sus
analisis favorecen la identificacion de nuevos loci que
puedan contener genes con variantes de susceptibilidad.
La obesidad es un ejemplo perfecto de enfermedad en la
que interaccionan factores no genéticos y genéticos,
ajustados a modelos de riesgo dificiles de definir y calcular’.
Los distintos aspectos de su etiologia han creado la
necesidad de diferenciar con rigurosidad las alteraciones
fisiologicas capaces de desequilibrar los mecanismos de
ajuste entre el aporte de sustratos combustibles y las
demandas de energia, los cuales tienen por objeto mantener
una masa corporal estable. A pesar del importantisimo
avance que han supuesto la identificacion y la caracteriza-
cion de los sindromes monogénicos de obesidad morbida
(OM) no sindromica, el porcentaje de casos de obesidad
manifiesta que se explica por su conjunto es dificilmente
superior al 5%2. A partir del interés por aplicar estrategias
de prevencion primaria, surge la prioridad de identificar el
maximo porcentaje de individuos cuya susceptibilidad
heredada a padecer OM sea el agente causal principal para
producirla. Para esto se desarrollan inversiones de gran
magnitud para el estudio en profundidad de las bases
poligénicas de la enfermedad.

Una de las herramientas mas interesantes es el genome
wide association study (GWAS, ‘estudio de asociacién sobre
el genoma completo’). A pesar de que la heterogeneidad y
el coste-beneficio de los proyectos de GWAS son un tema en
debate y generan una controversia patente entre los
expertos®, la avalancha de publicaciones de prestigio
basadas en sus resultados ha permitido la descripcion de
un importantisimo listado de factores genéticos de riesgo a
enfermedades comunes, entre ellas la obesidad®. Su utilidad
crece al combinarse con los resultados de los estudios
tradicionales de casos y controles, que tratan de replicar y
definir con exactitud los riesgos de las variantes sugeridas,
asi como de sus combinaciones, en los genes candidatos
identificados.

El gen FTO (asociado con la masa grasa y la obesidad) se
localiza en el locus 16q12.2, el cual ha mostrado un evidente
ligamiento con la obesidad en diversos estudios, como los
mencionados®'°. A pesar de que las revisiones bibliograficas
sefnalan cierta controversia respecto a ciertos polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP) del gen FTO, sobre todo entre
diferentes etnias, su variabilidad interindividual sigue
considerandose de enorme interés. Se han corroborado los
primeros resultados extraidos de los GWAS, utilizando
diferentes estrategias de analisis, confirmandose amplia-
mente la relacién de la variante rs9939609 con la existencia
de sobrepeso grave y algunas de sus comorbilidades en
poblaciones europeas''~'4.
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Las funciones del gen FTO parecen relacionarse, al igual
que las de los genes responsables de los sindromes de
obesidad monogénica no sindromica'®""’, con el control
hipotalamico de la saciedad, la hiperfagia y la ansiedad
manifiesta ante la restriccion de comida; también existen
trabajos que han estudiado su relacion con la susceptibilidad
a comportamientos adictivos. Se ha demostrado su expre-
sion en los nlcleos cerebrales que ejercen el control de la
alimentacion, modificandose ante situaciones de ayuno. En
los individuos portadores del alelo A se ha descrito, en los
nlcleos cerebrales donde se expresa la proteina que codifica
FTO, una mayor resistencia a la insulina, asi como la
preferencia por ingestas hipercaléricas'®.

Consideramos la variante genética rs9939609, candidata a
estudio en la poblacion espaiola y a un analisis exhaustivo
en pacientes afectados de obesidad manifiesta desde la
infancia. Entre éstos suelen existir claros patrones de
agregacion familiar, con otros casos de obesidad grave de
aparicion temprana. Dadas las caracteristicas y la localiza-
cion del polimorfismo seleccionado, asi como la no asocia-
cion con el riesgo a desarrollar obesidad que se ha descrito
en poblaciones no caucasicas'®'®, se precisd una mejor
descripcion, valoracion y analisis de otros cambios genéticos
que definen la variabilidad interindividual del gen FTO.
También es posible que la existencia de una variante
genética de ancestro caucasico, aun no identificada, sea el
agente causal del efecto observado para el rs9939609, en
desequilibrio de ligamiento con éste.

Por esto, propusimos la construccion de haplotipos que lo
contuvieran, analizando otros SNP que aportaran informa-
cion de bloques de desequilibrio de ligamiento contiguos.
Seleccionamos el SNP con rs1861868 por estar localizado en
una zona de la secuencia del gen FTO, con la que segrega en
desequilibrio de ligamiento, situada previamente a la region
donde se encuentra el rs9939609, de caracteristicas
similares. Estudiamos la distribucion de los cambios selec-
cionados (rs1861868 y rs9939609), asi como la de sus
combinaciones, en ambos grupos de nuestra serie. Se sugirio
que podrian contribuir a la existencia de diferentes perfiles
de riesgo heredado y transmisible para el incremento de
peso grave.

Fue preciso describir el impacto de las bases genéticas en
la etiopatogenia de la enfermedad, asi como su modulacién
por otros factores derivados de habitos, estilo de vida,
estatus socioeconémico y cultural. El conjunto de ante-
cedentes personales y familiares de obesidad recopilados en
cada caso nos permitié6 la aproximacion de la posible
correlacion genotipo-fenotipo en los individuos portadores
de las combinaciones de riesgo identificadas.

Pacientes y métodos

Durante el bienio 2007-2009 se evaluo a 270 pacientes por
parte del grupo de profesionales de la Unidad de Genética
del Hospital Infanta Cristina de Badajoz, procedentes de las
consultas de Endocrinologia del Complejo Hospitalario
Universitario de Badajoz (Nutricion y Dietética, y Endocri-
nologia Pediatrica) y de los centros de salud de Valdepasi-
llas, Montijo y Puebla de Obando. Se trataba de adultos con
antecedentes de OM establecida antes de los 16 afos (indice
de masa corporal [IMC] >40kg/m?) y menores de esa edad

con peso superior a 3 desviaciones estandares (DE).
Recopilamos a 289 individuos controles de nuestro ambito,
pareados por sexo y no relacionados con los casos.

Completamos un cuestionario de datos personales y
familiares, refiriendo comorbilidades y enfermedades pre-
vias. Se realizd la construccion de un arbol genealdgico
amplio. Atendimos al origen y a la posible consanguinidad en
cada familia. Realizamos una exploracion fisica, prestando
especial atencion al fenotipo del paciente y su familia. Ante
cualquier sospecha diagndstica de un posible caso de
obesidad monogénica, sindromica o no sindrémica, asi como
de enfermedades con obesidad asociada, se procedi6 a
derivar a consulta de Genética Clinica, Endocrinologia
Pediatrica, Endocrinologia o Nutricion, segin se considerase
en cada caso. Se recopilaron en el conjunto de pacientes los
datos de edad de aparicion del sobrepeso (>3 DE), el IMC, la
medida de la cintura y la cadera y las concentraciones
séricas de glucosa, el colesterol total, el colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad, el colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad y los triglicéridos.

Previo consentimiento informado se obtuvo una muestra
de sangre periférica (10ml) anticoagulada con EDTA de los
individuos seleccionados a partir del arbol genealdgico por
haber alcanzado el mayor peso a la edad mas temprana. Se
extrajo el ADN mediante los reactivos incluidos en el
QlAamp DNA Blood Kit. El genotipado se realizd mediante
las sondas de discriminacion alélica Custom TagMan® SNP
Genotyping Assays de Applied Biosystems, con los cddigos de
identificacion C__11717119_10 y C__30090620_10 para los
SNP con rs1861868 y rs9939609, respectivamente (7300 AB)
(fig. 1). Se analiz6 a un total de 194 pacientes y a 289
individuos controles. Aplicamos la ley de Hardy-Weinberg y
comparamos las frecuencias genotipicas y haplotipicas en
ambos grupos poblacionales. Descripcion, valoracion vy
seleccion del conjunto de SNP del gen FTO detalladas en
las bases de datos National Center for Biotechnology

Discriminacion alélica
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Figura 1 Representacion de los resultados obtenidos de un

ensayo de discriminacion alélica correspondiente al genotipado
del polimorfismo de un solo nucleétido con rs9939609 (G/A). Los
puntos en rojo representan a individuos homocigotos para el
polimorfismo de un solo nucledtido (AA), los triangulos verdes a
individuos heterocigotos para el cambio (GA) y los rombos
azules a individuos homocigotos normales (GG).
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Information y Ensembl, asi como la diversidad haplotipica
descrita en HapMap. Realizamos la prediccion bioinfor-
matica de la posible capacidad funcional del SNP rs9939609
a partir de la secuencia del SNP y su region flanqueante
descrita en Ensembl. La prediccion de los sitios de
regulacion en estas regiones se hizo usando el programa
MatlInspector sobre la base de datos de TRANSFAC de sitios
de union de factores de transcripcion, que compara la
secuencia de interés con una matriz de homologia de sitios
de unién comprobados para cada factor de transcripcion.

Para los analisis de las frecuencias alélicas, genotipicas y
de haplotipos utilizamos el programa SNPStats. Corrobora-
mos la estadistica descriptiva y determinados estudios de
asociacion de los SNP analizados con variables fenotipicas
mediante el programa SPSS v.11.5.

Resultados

La serie incluyo a un 40% de pacientes (n=194) frente a un
60% de individuos controles (n=289). La distribucion por
sexos no mostro diferencias significativas (tabla 1). La edad
media de los pacientes en la fecha en que fueron incluidos
en el estudio fue de 24 anos (limites de 6-54 afos), siendo
6 anos la media de edad en que refirieron haber alcanzado
un peso superior a 3 DE. La edad media de los individuos
controles se situ6 en 42 afos (limites de 29-81 anos).

Tras la evaluacion de los 270 pacientes que consultaron
por obesidad manifiesta por parte del equipo sanitario
multidisciplinario, se atribuyeron criterios a 227 para una
valoracion exhaustiva por posible origen genético. Cincuen-
ta y tres pacientes fueron evaluados por sospecha de otras
enfermedades asociadas con un grave incremento de peso,
obesidad monogénica sindromica o monogénica no sindro-
mica. El resto fueron considerados candidatos para inclusion
en estudios de casos y controles para la busqueda de perfiles
genéticos de susceptibilidad heredada.

Se incluyd a 194 casos en el estudio de asociacion
disenado para el genotipado de los SNP rs1861868 y

Tabla 1  Distribucion por sexos de los casos y controles
incluidos en el estudio. La comparacion de sus frecuen-
cias no mostro diferencias significativas

rs9939609 del gen FTO, frente a 289 individuos controles
representativos de nuestra poblacion.

Tras genotipar y analizar la distribucion de las variantes
en ambas series, asi como la prevalencia de sus combina-
ciones, observamos que el SNP rs1861868 (con frecuencias
alélicas descritas en caucasicos: G;0.521/A;0.479) mostro
una distribucion alélica similar entre pacientes y controles.
Los analisis estadisticos sugirieron que la variante no
conllevaba riesgo a la enfermedad (tabla 2).

En cambio, el SNP con rs9939609 (frecuencias alélicas en
caucasicos: T;0.580/A;0.410) mostré diferencias estadisti-
camente significativas entre pacientes. Para individuos
portadores heterocigotos T/A y homocigotos A/A, definimos
una odds ratio (OR) de 1,76 (intervalo de confianza [IC] del
95%: 1,08-2,86) y una OR de 3,28 (IC del 95%: 1,83-5,87),
respectivamente (tabla 2). Este polimorfismo segregd en
desequilibrio de ligamiento con un conjunto de SNP que se
localizan a lo largo de la secuencia del gen FTO, de la cual
ofrece informacion. Dado que se sitla en una zona intrénica,
no codificante, el efecto observado se atribuyo en principio
a la region completa (fig. 2).

A pesar de su localizacion y sus caracteristicas, los
resultados de la prediccion bioinformatica de la posible
capacidad funcional del rs9939609 sugirieron un posible
efecto per se. El alineamiento de la secuencia del gen a ese
nivel del intron mostré una importantisima conservacion
entre especies (el 100% de conservacion con el gorila, el 99%
con el mono rhesus y el 91% con el caballo). La variante A del
SNP gener6 un sitio de union al factor de transcripcion SRY,
mientras que la variante G mantuvo este sitio de union y
cre6 de novo un sitio de union al factor de transcripcion
Ets1. Estos hallazgos sugirieron que este polimorfismo podria
modificar la regulacion transcripcional del gen FTO.

El analisis de la diversidad haplotipica de ambos cambios
reveld que la combinacion rs1861868 A/rs9939609 A se
identifico en el 27,3% de los controles frente a un 37,9% de
los casos, y que la combinaciéon rs1861868 G/rs9939609
A aparecia en el 9,5% de los controles frente al 18,6% de los
pacientes. El estudio de la distribucion de las combinaciones
extendié la informacion obtenida al bloque haplotipico
previo y contiguo al SNP de riesgo rs9939609 (fig. 3).

El haplotipo rs1861868 A/rs9939609 A resultd conferir un OR
de 2,14 (IC del 95%: 1,38-3,32) frente a la combinacion G/T.
Las diferencias en la distribucion del haplotipo rs1861868
G/rs9939609 A identificaron un incremento del riesgo a
padecer OM (OR de 3,03) para los individuos portadores al

S Vi % Muj %

exo arones, n (%) ujeres, n (%) menos en heterocigosis (IC del 95%: 1,74-5,27) (tabla 3).
Individuos 222 (46) 258 (54) Los perfiles de riesgo identificados en nuestro estudio se
Casos 75 (39) 119 (61) hallaron, solos o en combinacion, en el 56,5% de los 194
Controles 131 (46) 155 (54) pacientes frente al 36,8% con el que aparecieron en el grupo

control.

Tabla 2 Calculo de riesgos para los genotipos de los polimorfismos analizados
Polimorfismo Gen Bloque OR IC del 95% OR IC del 95%
rs1861868 (G/A) FTO 5 1,14 (GA) 0,64-2,04 1,04 (AA) 0,55-1,98
rs9939609 (T/A) FTO 7 1,76 (TA) 1,08-2,86 3,28 (AA) 1,83-5,87

IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio; SNP: polimorfismo de un solo nucleétido.
EL SNP rs9939609 (caucasicos: T;0.580/A;0.410) mostrd diferencias estadisticamente significativas entre pacientes heterocigotos y

homocigotos (OR de 1,76 y 3,28, respectivamente).
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Figura 2 Representacion de la distribucion de bloques haplotipicos del gen FTO. El haplotipo es un conjunto de polimorfismos de un
solo nucledtido existentes de manera contigua en una sola cromatida. Se encuentran asociados en porcentajes identificados y/o

calculados de individuos, heredandose en grupos con indices conocidos.
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Figura 3 . Calculos de la frecuencia de la diversidad haplotipica existente en la poblacion europea en los bloques de desequilibrio
de ligamiento, donde se sit(an los dos polimorfismos de un solo nucleétido analizados del gen FTO. Para el rs1861868, G corresponde
a Cy A corresponde a T.

Tabla 3  Calculo de riesgos para los haplotipos descritos

rs1861868 (G/A) rs9939609 (T/A) Controles, % Casos, % OR IC del 95%
G T 33 21 - -

A T 31 22 1,12 0,70-1,79
G A 9 19 3,03 1,74-5,27
A A 27 38 2,14 1,38-3,32

IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio.

El analisis de diversidad haplotipica revelé que la combinacion rs1861868 G/rs9939609 A aparecia en el 9% de los controles frente al
19% de los pacientes y que la combinacion rs1861868 A/rs9939609 A aparecia en el 27% entre controles frente al 38% de los casos.
Ambos haplotipos mostraron un incremento del riesgo a padecer obesidad morbida (OR de 3,03 y 2,14, respectivamente).

No detectamos ninguna asociacion de los genotipos de haplotipos descritos. El analisis de correlaciones si mostro
los SNP analizados con el conjunto de las variables y los aun mayor sobrerrepresentacion del alelo A en el rs9939609
parametros bioquimicos disponibles, tampoco con los entre pacientes controles mujeres (p=0,011).
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Observamos que un 4,7% de los individuos afectados de
obesidad (8 individuos) eran homocigotos para el haplotipo
de mayor riesgo (rs1861868GG/rs9939609AA), siendo el
porcentaje entre individuos controles del 3,3% (10 indivi-
duos). Esta comparacion no alcanzo la significacion estadis-
tica, pero resultd llamativo que el 88% de los casos
homocigotos GG/AA (n=7) fueran mujeres, frente al 20%
entre los controles (n=2). Los 8 pacientes mostraron una
media de edad de 4 aios para la instauracion de la obesidad
grave (peso superior a 3 DE), 5 de ellos relacionaron su
obesidad con una actitud ansiosa y compulsiva ante la
comida, habiendo precisado dos individuos tratamiento por
psiquiatria infantil. Resultd sorprendente que, ante la
pregunta de si usaron chupete y cuanto tiempo, las familias
de 4 de los pacientes reconocieron un apego llamativo por el
chupete, alargando su uso tras el primer aho de vida y
manteniendo uno de ellos durante afos la succion del pulgar
para conciliar el suefo. La revision de los arboles genealo-
gicos mostré en 5 de los 8 casos un patron evidente de
agregacion familiar, observandose en todos ellos la existen-
cia de al menos otro caso de OM entre los parientes de
primer grado del caso indice, de 1-2 familiares afectados de
segundo grado y al menos otros 2 entre los de tercer grado.

Discusion

Nuestra serie pone de manifiesto la heterogeneidad de las
bases genéticas de la OM. El analisis en profundidad de cada
caso, previo a su inclusion o descarte del estudio, evidencia
la necesidad de establecer criterios que permitan una
clasificacion de los pacientes sobre la base de la etiopato-
genia predominante. Estudios como el que presentamos
pueden ser de gran ayuda para tal objetivo, y sefalan la
importancia de la seleccion correcta de casos para el
disefo de estudios genéticos de riesgo a enfermedades
complejas?®?'. Pretendimos identificar variantes genéticas
que, de manera individual o en combinacion, definieran
perfiles heredados capaces de explicar un porcentaje del
riesgo a padecer OM.

Estableciendo como criterios de alto riesgo que el peso
alcanzado por edad indicara OM antes de los 14 afnos y que la
valoracién del arbol genealdgico mostrara una patente
agregacion familiar, observamos un alto indice de heredabi-
lidad de la enfermedad entre los individuos incluidos en la
serie analizada. Se insiste en la bajisima prevalencia de la
obesidad monogénica, tanto sindromica como no sindrémica,
en la poblacion general, que, sin embargo, no es despreciable
en el contexto de una consulta de genética humana.

La heterogeneidad entre los estudios de los resultados
obtenidos, tanto de los GWAS como de los estudios de casos
y controles para el andlisis de la distribucién de los
polimorfismos candidatos, es un dato por tener en cuenta
para construir definitivamente un perfil genético de riesgo a
una enfermedad??. Sin embargo, es evidente que variables
como los fallos en el genotipado, la estratificacion de
poblaciones, la seleccion adecuada de la serie de individuos
controles y, sobre todo, la diversidad fenotipica de los
sujetos considerados como casos en los diferentes estudios
pueden sugerir falsos negativos.

La variabilidad interindividual del gen FTO es de gran
interés en la bUsqueda de alelos de susceptibilidad a padecer

OM. Corroboramos la asociacion del SNP rs9939609 con la
enfermedad, identificando en nuestra serie riesgos para los
individuos con genotipo heterocigoto (T/A) y homocigoto
para el cambio (A/A) (OR de 1,76 y OR de 3,28, respectiva-
mente). Tales resultados corroboran lo publicado en la
poblacion del norte de Europa'3, respecto a la relacién del
SNP rs9939609 con elevados IMC; los riesgos calculados en
otros estudios para los mismos genotipos son inferiores,
inferidos a partir de series mas amplias, pero cuyos casos
fueron seleccionados Unicamente por desarrollar obesidad
grave a cualquier edad.

El alelo de riesgo definido aparecié con una frecuencia
alélica del 55% entre los individuos controles de la poblacion
extremena, frente al 46% descrito en los controles del norte
de Europa o al 16% en la poblacion asiatica; estudios
epidemiologicos podrian revelar la implicacion de las
diferencias observadas en las distintas tasas de prevalencia
de la OM en estas poblaciones.

El analisis de la distribucion de la diversidad haplotipica del
gen FTO potencia la significacion de los hallazgos obtenidos
en el analisis univariante. La variabilidad interindividual,
sobre la base de los SNP seleccionados, identifica el primer
haplotipo de riesgo en la poblacion extremena; la combina-
cion rs1861868G/rs9939609A muestra un incremento del
riesgo (OR de 3,03; IC del 95%: 1,74-5,27) a padecer OM en
los individuos portadores, al menos en un alelo.

Aparte del genotipado de tales polimorfismos genéticos se
debe disponer de un amplio conjunto de datos clinicos y
biologicos, personales y familiares relacionados con su
proceso. Nuestro estudio no encontré asociacion entre el
genotipo del gen FTO y las caracteristicas especificas de la
obesidad desarrollada, aunque la temprana edad de los
pacientes puede enmascarar posibles alteraciones bioqui-
micas diferenciales. Si reveld resultados preliminares
respecto a la mayor capacidad deletérea del gen en la
fisiologia de la mujer, con un fenotipo basado en la ansiedad
de ciertos pacientes, homocigotos para el haplotipo de
mayor riesgo, cuya hiperfagia puede tener un efecto
sedante para combatirla®>. Se ha sugerido ampliamente
que el efecto observado del SNP rs9939609 en cuanto a la
aparicion de la obesidad se relaciona con una respuesta
inadecuada a la sensacion de hambre e, incluso, a un
trastorno de la sensacién de saciedad'. La disfuncion en el
gen FTO podria aumentar la susceptibilidad de ciertos
individuos a padecer un estado de ansiedad, no reactivo a
ningln factor exégeno, mejorable mediante habitos como el
uso persistente del chupete en la infancia. El inicio de la
autonomia para la ingesta en el nifo puede buscar,
complementar e incluso sustituir tal efecto sedante por el
que también genera la ingesta. La fisiologia de la mujer
podria ser mas vulnerable a dicha situacion.

La genética clinica puede ser esencial para establecer
las pautas y los protocolos derivados del consejo genético a
las familias con casos de alto riesgo y agregacion familiar
de obesidad manifiesta. Teniendo en cuenta el coste global
de la enfermedad, la baja proporcion de curaciones y los
decepcionantes resultados de las estrategias desarrolladas
en el ambito de la prevencion por los sistemas sanitarios,
proponemos el disefo de nuestro estudio como un abordaje
por tener en cuenta para el control y el manejo multidisci-
plinario y especializado de la enfermedad. Los analisis de
perfiles genéticos de riesgo aplicados a la poblacion general
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ofrecerian la posibilidad de identificar un porcentaje impor-
tante de personas sobre las que ejercer las maximas medidas
de prevencion primaria, Unica estrategia de futuro en el
abordaje de la enfermedad. El diagnostico a través de
estudios genéticos que se apoyen en las estrategias nutricio-
nales y de tratamientos conductuales tradicionales permiti-
ria, ademas, individualizar la practica clinica en cada caso®*.

A pesar del desarrollo biotecnoldgico y la accesibilidad a
analisis genéticos masivos, asi como las herramientas
bioinfomaticas cada vez mas capaces y complejas, la
busqueda de variantes genéticas y, por tanto, de perfiles
genéticos de susceptibilidad no parte de una correcta
seleccion de casos. No se tiene en cuenta la edad ni la
gravedad de la aparicion del sobrepeso, ni los antecedentes
familiares, hechos traducidos en la evidente heredabilidad
de la enfermedad que ya se acepta superior a la de procesos
como los neoplasicos.

Sugerimos la necesidad de un mayor aprovechamiento de
los resultados significativos y corroborados de variantes
genéticas de riesgo, los cuales se han estimado en un 2% del
total publicado en las revistas de mayor impacto. Propo-
nemos el seguimiento de los individuos portadores de
los haplotipos de riesgo identificado en FTO, tratando
de integrar las conclusiones obtenidas en una estrategia de
abordaje multidisciplinario de la enfermedad.
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Childhood and adult obesity have been widely associated with FTO genetic variability in different populations.

This study aimed to investigate the linkage disequilibrium (LD) block structure of a region surrounding the candidate
rs9939609 SNP and determine the best single nucleotide polymorphism (SNP) combination that explains the higher
proportion of variability observed in children with severe obesity, including obese subjects from families with a very
high occurrence of obesity. A sliding window approach pointed to a block containing the rs1477196/rs17817449/
rs9939609 haplotype (P value 3.1 x 10-8). Carriers of the GGA combination had an increased risk of obesity (odds ratio
(OR) 2.07, 95% confidence interval (Cl) 1.41-3.04, P = 2.0 x 10-%) with respect to those individuals with the reference
ATT haplotype. A further SNP, rs9921255, also showed association with obesity (P = 8.3 x 104, OR 1.77; 95% ClI
1.15-2.74 and OR 5.78; 95% CI 1.22-27.49 for heterozygotes and homozygotes, respectively) and did not segregate
with the previously described risk haplotype. The calculation of risk score based on the GGA haplotype combined with
the rs9921255 variant showed a much greater effect of the FTO gene on high BMI. This score yields an attributable
risk of 34% for severe obesity, and the increased risk per risk allele was 1.71 (P = 1.0 x 10-%). We conclude that the
description of this polymorphic combination in the FTO gene could be useful for the early identification of inherited
susceptibility to weight-gain since childhood, with a higher sensitivity than considering the effect of a single marker.

Obesity (2011) doi:10.1038/0by.2011.325

The strongest risk factor for childhood and adolescent obes-
ity is parental obesity, and studies show that the strong predic-
tive value of parental BMI results mainly from genetic rather
than environmental factors (1,2). Therefore, the study of obese
subjects from families with a high occurrence of obesity might
reflect a stronger heritable component and prove helpful to
increase the potential for detecting genetic associations. Several
genome-wide association studies in European populations have
identified that genetic variants located in the fat mass and obes-
ity associated (FTO) gene are associated with increased risk of
developing obesity (3). In an attempt to finely map the region
where the initial signals were described, >100 common single
nucleotide polymorphisms (SNPs) across the associated region
where the FTO gene lies have been genotyped in populations of
different ancestry. The principal signal is found for rs9939609,
an SNP which lies in a cluster of highly correlated variants
located in a linkage disequilibrium (LD) block of about 47 kb

that encompasses parts of the first two introns and exon 2 of
the FTO gene (4-6).

The aim of this work was to investigate the LD block structure
of a 448.4-kb region surrounding the candidate rs9939609 SNP
and perform haplotype analyses in order to identify the best
SNP combination that could explain the susceptibility to severe
early onset obesity.

METHODS AND PROCEDURES
Patients and controls
We selected probandi who reached a weight greater than (mean + 3
s.d.) before 14 years of age and who referred at least two other morbid
obesity cases among first- or second-degree relatives. We consider the
existence of grade 3 overweight (commonly called morbid obesity) to
be a BMI >40kg/m?; in children this corresponds to a BMI greater than
the 95th percentile for age- and sex-matched control subjects from our
population data.

After their completion of an informed consent form, 202 patients were
selected for study of their genetic risk profiles of polygenic/nonsyndromic
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obesity, and 184 control individuals from the general population were
chosen as representative of the same genetic background as the cases
and matched by sex.

Selection of tagging SNPs and genotyping
SNP selection within the FTO gene was carried out from detailed data
in http://www.ensembl.org to identify potential genetic markers cov-
ering the region between contig positions 7259593 and 7747999 of
NT_010498.15 (Mar.2006 NCBI36/hgl8 Assembly). European data
of CEU trios were downloaded from the International Haplotype
Mapping Project website (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-perl/
gbrowse/hapmap27_B36), and tag SNPs were assigned using the
Haploview software package (http://www.broad.mit.edu/mpg/haplov-
iew/). The minor allele frequency considered was 10%, and pairwise
tagging with a minimum r2 of 0.80 was applied to capture the common
variations. To evaluate the common genetic variation of this region effi-
ciently, a precise set of 31 tag SNPs was selected (Table 1), including the
1517817449 and the rs9939609 SNPs.

Genomic DNA was extracted using a QIAamp DNA Blood Kit method.
PCRs and genotyping were completed using an Applied Biosystems
(Applied Biosystems, Foster City, CA) TagMan 7300 system.

Statistical methods

Departure from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) for all the bial-
lelic SNP markers was tested using a fast exact test as described in ref. 7.
Controls were selected matched by sex. Due to random variability when
sampling, slight differences were observed in the prevalence of males
and females between cases and controls. Therefore, single association
analyses were carried out using logistic regression models adjusted for
sex. These analyses were performed using the SNPassoc R package (8).
Haplotype association with disease was assessed using the haplo.stats
R package (9). To refine the haplotype construction and to identify a
potential causative core region, we used an unbiased sliding window
approach to construct successive and adjacent 2- and 3-SNP haplotypes
across those blocks that were statistically significantly associated with
the disease. A permutation procedure was used to estimate the signifi-
cance of the best result (based on 1000 permutations). A false discov-
ery rate (FDR) approach was used based on the Benjamini-Hochberg
method, which considers correlations among SNPs (10). LD plots were
created by computing the r? statistic. A genetic score was computed by
adding the number of alleles of interest across selected SNPs. A logistic
regression model was used to estimate the risk per unit allele increase.

RESULTS

Of the 202 families selected, 57% had three obese individuals
among first-, second-, and third-degree relatives. The mean age
of appearance of overweight, considered as greater than (mean
+ 3 s.d.), was about 6 years (range 1-16) (Supplementary
Table S1).

We first looked at the LD of the region and found three hap-
lotype blocks of 69.8, 53.5, and 124.2kb, respectively. In our
population, the first block contains the variant rs9939609, the
SNP most frequently reported to be the core variant associated
with obesity.

Genotype frequencies for the controls were in Hardy-
Weinberg equilibrium (Supplementary Table S2). The
observed genotype frequencies of the 31 SNPs studied in FTO
from the case—control association analyses are summarized in
Table 1. Within the first block, the strongest association was
with allele G of rs17817449 (odds ratio (OR) = 2.01; 95% CI
1.23-3.28 for one copy, and OR = 2.86; 95% CI 1.56-5.24 for

two copies, with respect to the normal homozygous genotype).
The results of the association found for rs17817449 corroborate
agree with findings for allele A of 159939609 (OR = 1.87; 95%
CI 1.09-3.20 for one copy and OR = 1.92; 95% CI 1.02-3.60 for
two copies, with respect to the normal homozygous genotype).
This SNP is located downstream very near to rs17817449, and
both are included in a LD area ending at rs10852521. However,
the univariate analysis of the upstream rs17817449 genotyped
variants showed a similar distribution of genotypes between
patients and controls. Interestingly, we also identified a new
risk allele in the FTO gene associated with nucleotide C at
position rs9921255 (Table 1). It is located right on the edge of
the third block of LD that was defined by the haplotype study
and also showed significant association with severe obesity
(P =8.3x4.10,OR = 1.77; 95% CI 1.15-2.74 for one copy and
OR = 5.78; 95% CI 1.22-27.49 for two copies, with respect to
the normal homozygote; Figure 1).

When we performed the haplotype analysis by using the
sliding window approach, we found that the best marker com-
bination contained rs1477196, rs17817449, and rs9939609
SNPs (P =1.5 x 1077), all located within intron 1 of the gene
(Figure 1). The overall P value of x* for association with case
status for this haplotype was 3.1 x 107 (Table 2). The risk of
the common GGA haplotype (with a 43% frequency) was 2.07
(95% CI 1.41-3.04, P = 2.0 x 107*) (Table 2). The decline of
the high LD in the block containing rs1477196, rs17817449,
and 19939609 variants was estimated at positions rs1477199
and rs17219084 (8.3 and 35kb on the upstream and down-
stream side of rs9939609, respectively). The association result
did not change after adjusting for sex status (Supplementary
Table S2). However, stratified analyses showed that the haplo-
type risk was only found in girls (P = 4.8 x 107) carrying the
GGA haplotype (OR = 3.10; 95% CI 1.66-5.79, P = 4.0 x 107%
Supplementary Figures S1 and S2). Interaction between hap-
lotype and sex was not statistically significant (P value of the
interaction: 0.2506).

The genetic score created by combining the risk haplo-
type 1s1477196G/rs17817449G/rs9939609A  (considering
the variant rs17817449 as the core representative SNP of this
haplotype) and the risk allele rs9921255 showed statistically
significant differences in its distribution between cases and
controls in our series (P = 1.0 x 107°) (Figure 2). Thus, the risk
of being obese increased by 71% for each unit increase in the
number of G and C risk alleles of the haplotype core SNP and
rs992155, respectively (OR = 1.71; 95% CI 1.31-2.13).

The estimated percentage of the risk of obesity attributable to
being a homozygotic carrier of the combination of genetic risk
variants identified was 34%, bearing in mind that this estimate
was made on the basis of patients of western Spain belonging
to families with a high aggregation of obesity.

DISCUSSION

The strategy of including subjects from families with a high
proportion of obese individuals, together with the inclusion of
extreme phenotypes such as a mean age of 6 years when severe
overweight appeared, probably increased the power to detect
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Table 1 Results of the single association analysis
Cases Controls P value
n % n % OR Lower Upper P value (FDR)
rs2241179
/T 64 35.8 73 43.2 1.00 0.18321 0.40837
C/T 90 50.3 75 44.4 0.73 0.46 1.16
C/C 25 14.0 21 12.4 0.70 0.35 1.39
Rs1477199
A/A 116 63.7 127 4.7 1.00 0.03221 0.14266
AG 58 31.9 40 23.5 0.67 0.41 1.08
G/G 8 4.4 3 1.8 0.35 0.09 1.39
rs7203521
A/A 73 39.9 73 42.7 1.00 0.32448 0.52942
AG 85 46.4 79 46.2 0.90 0.57 1.41
G/G 25 13.7 19 11.1 0.70 0.35 1.40
rs1861868
A/A 49 28.2 42 26.2 1.00 0.36122 0.55989
G/A 92 52.9 84 52.5 1.7 0.70 1.97
G/G 33 19.0 34 21.2 1.35 0.71 2.57
rs10852521
C/C 49 27.7 85 40.7 1.00 0.00534 0.05515
C/T 89 50.3 98 46.9 0.70 0.44 1.11
/T 39 22.0 26 12.4 0.42 0.23 0.78
rs1477196
G/G 76 42.2 91 54.2 1.00 0.01948 0.12080
G/A 78 43.3 66 39.3 0.74 0.47 1.16
AA 26 14.4 11 6.5 0.41 0.19 0.90
rs17817449
/T 68 38.6 42 20.8 1.00 0.00036 0.01126
G/T 80 45.5 103 51.0 2.01 1.23 3.28
G/G 28 15.9 57 28.2 2.86 1.56 5.24
rs9939609
T/T 60 33.1 31 19.5 1.00 0.03734 0.14471
T/A 83 45.9 85 53.5 1.87 1.09 3.20
A/A 38 21.0 43 27.0 1.92 1.02 3.60
rs8044769
C/C 55 33.3 63 36.2 1.00 0.15898 0.40837
C/T 71 43.0 90 51.7 1.20 0.74 1.95
/T 39 23.6 21 12.1 0.54 0.28 1.04
rs17219084
A/A 57 31.3 52 25.0 1.00 0.92983 0.94442
AG 82 45.1 120 57.7 1.57 0.98 2.54
G/G 43 23.6 36 17.3 0.95 0.52 1.71
rs8061518
AA 85 47.5 107 51.9 1.00 0.24392 0.50409

Table 1 Continued on next page
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Table 1 Continued

Cases Controls

_ P value
n % n % OR Lower Upper P value (FDR)
AG 73 40.8 82 39.8 0.89 0.58 1.38
G/G 21 1.7 17 8.3 0.64 0.31 1.30
rs9302652
/T 104 57.1 103 49.3 1.00 0.10720 0.33232
c/T 67 36.8 86 41.1 1.23 0.80 1.89
C/C 11 6.0 20 9.6 1.85 0.83 4.11
rs9934773
G/G 103 57.2 88 51.5 1.00 0.17580 0.40837
G/T 66 36.7 66 38.6 1.14 0.72 1.79
/T 11 6.1 17 9.9 1.86 0.82 4.24
rs17818866
AA 99 53.8 84 49.1 1.00 0.42999 0.60374
AG 70 38.0 71 41.5 117 0.75 1.83
G/G 15 8.2 16 9.4 1.26 0.58 2.74
rs17818902
T/T 101 55.8 102 49.3 1.00 0.32325 0.52942
G/T 66 36.5 88 42.5 1.28 0.83 1.97
G/G 14 7.7 17 8.2 1.21 0.56 2.61
rs8061228
/T 108 60.0 134 64.1 1.00 0.55101 0.63265
C/T 70 38.9 73 34.9 0.87 0.57 1.33
C/C 2 1.1 2 1.0 1.00 0.14 7.43
rs10521303
54 29.7 75 36.6 1.00 0.07270 0.25042
AC 91 50.0 101 49.3 0.81 0.51 1.28
AA 37 20.3 29 14.1 0.57 0.31 1.05
rs12932428
C/C 55 30.4 53 25.5 1.00 0.40697 0.60076
C/T 85 47.0 105 50.5 1.33 0.82 2.16
T/T 41 22.7 50 24.0 1.25 0.71 2.21
rs9924877
G/G 98 54.4 91 43.5 1.00 0.03096 0.14266
A/G 68 37.8 89 42.6 1.37 0.89 212
AA 14 7.8 29 13.9 2.00 0.98 4.07
rs7203181
C/C 93 51.1 85 40.7 1.00 0.01932 0.12080
A/C 76 41.8 94 45.0 1.33 0.86 2.04
AA 13 7.1 30 14.4 2.31 112 4.77
rs1344502
/T 57 31.8 55 26.6 1.00 0.26696 0.51723
C/T 85 47.5 107 51.7 1.38 0.86 2.23
C/C 37 20.7 45 21.7 1.35 0.75 2.42

Table 1 Continued on next page
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Table 1 Continued
Cases Controls P value
n % n % OR Lower Upper P value (FDR)
rs9921255
/T 124 68.1 111 54.4 1.00 0.00083 0.01287
C/T 56 30.8 83 40.7 1.77 1.15 2.74
C/C 2 1.1 10 4.9 5.78 1.22 27.49
rs6499662
AA 100 54.9 106 51.0 1.00 0.55057 0.63265
A/G 68 37.4 84 40.4 1.13 0.74 1.73
G/G 14 7.7 18 8.7 117 0.54 2.51
rs7205987
/T 129 70.5 144 70.6 1.00 0.94442 0.94442
C/T 48 26.2 53 26.0 1.01 0.63 1.61
C/C 6 3.3 7 3.4 1.05 0.34 3.26
rs1125338
/T 41 23.0 53 25.7 1.00 0.73258 0.78311
C/T 98 55.1 102 49.5 0.89 0.54 1.47
C/C 39 21.9 51 24.8 1.1 0.61 2.02
rs2192872
/T 86 48.0 100 47.8 1.00 0.68788 0.76158
C/T 76 42.5 84 40.2 0.98 0.64 1.51
C/C 17 9.5 25 12.0 1.23 0.62 2.46
rs708258
A/A 45 25.1 63 30.7 1.00 0.32000 0.52942
AG 87 48.6 89 43.4 0.71 0.44 117
G/G 47 26.3 53 25.9 0.76 0.43 1.33
rs12599672
/T 138 75.4 149 72.7 1.00 0.44794 0.60374
AT 41 22.4 52 25.4 1.29 0.80 2.09
A/A 4 2.2 4 2.0 0.87 0.21 3.66
rs11076017
T/T 54 30.3 62 29.8 1.00 0.52397 0.63265
C/T 84 47.2 93 44.7 0.96 0.60 1.55
C/C 40 22.5 53 25.5 1.22 0.69 213
rs2665271
AA 47 26.0 58 28.2 1.00 0.18443 0.40837
AG 82 45.3 98 47.6 0.88 0.54 1.44
G/G 52 28.7 50 24.3 0.68 0.39 1.20
rs12927155
C/C 133 74.3 162 77.5 1.00 0.49132 0.63265
C/T 44 24.6 42 201 0.75 0.46 1.23

The P value was computed assuming an additive model. The multiple comparison problem was addressed using a false discovery rate (FDR) approach based on the
Benjamini-Hochberg method that considers correlations among SNPs.
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Figure 1 Bottom panel shows the linkage disequilibrium pattern among
31 selected SNPs. The middle panel gives the P values of association
between SNPs and obesity. The highest dashed line corresponds to the

threshold for the significance level after correcting for multiple comparisons.

The top panel illustrates the sliding window approach for the case of
combining 3 successive SNPs. SNP, single nucleotide polymorphism.

Table 2 Association analysis of obesity outcome phenotype
with the haplotype combination of the best SNP combination
found in the sliding window approach (rs1477196, rs17817449,
and rs9939609)

Frequency OR 95% ClI P value
ATT 0.2639 1.00 Reference haplotype
ATA 0.0382 0.35 (0.10-1.24) 0.1039
GGA 0.4307 2.07 (1.41-3.04) 0.0002
GGT 0.0379 0.26 (0.06-1.08) 0.0641
GTA 0.0306 0.79 (0.29-2.15) 0.6452
GTT 0.1969 1.10 (0.70-1.73) 0.6861
geno.rare 0.0019 0.35 (0.00-Infinity) 0.8491

Cl, confidence interval; geno.rare, the rest of the rare haplotypes; OR, odds ratio.
Overall P value: 3.1 x 10-8.

genetic associations in our only moderately sized sample.
Indeed, the high risk found in the present work compared to
other studies could be because this strategy of selecting cases
who presented obesity in childhood and who belonged to fam-

o
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Figure 2 Frequencies in cases and controls by number of risk alleles
comprising genotypes at 2 loci that were statistically significantly
associated with the phenotype after a multiple comparison correction:
rs17817449 and rs9921255. The two SNPs were not in LD and were
representative of the identified risk haplotype GGA and of the other
block shown in Figure 1, respectively. The log of the odds ratio (OR) for
obesity susceptibility (black dot) of each risk category is superimposed
on the 95% Cl for that estimate. LD, linkage disequilibrium; SNP, single
nucleotide polymorphism.

ilies with a clear genetic predisposition allowed us to obtain a
sample with higher penetrance variants.

In the single-marker analysis, we found that rs9939609, the
SNP most frequently reported to be the core variant asso-
ciated with obesity, was also significantly associated with
our Spanish sample, but a close and highly correlated SNP
(rs17817449) was found to be even more strongly associated.
The sliding window approach confirmed these findings, since
we identified a three-marker combination containing these
same two SNPs. As all three SNPs of our associated haplotype
are located within intron 1 of FTO (11), our results suggest the
possible existence of potentially functional elements within
this block or in high LD with it. No causal effect could be
distinguished, however, due to the fact that they co-segregate
almost together.

An interesting finding of the study was that the risk haplo-
type was found to be significant only in girls (12). This could
be because we selected the obese subjects from families with a
high aggregation of obesity, since it is known that the strong-
est risk factor for obesity is parental obesity and that this effect
is even stronger when the mother is the obese parent (13).
Thus, our results seem to confirm that sex-dependent genetic
mechanisms could be involved, probably in conjunction with
pre- and postnatal environmental factors.

Another interesting finding was that SNP rs9921255, located
just before block 3, also increases the risk of being obese
when in combination with the risk haplotype in block 1. This
reinforces the idea that multiple susceptibility variants in the
genomic region of FTO could influence the risk for obesity-
related traits. That both of the polymorphic variants may
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contribute to susceptibility to the disease stresses the need for
a sequencing study of the regions in order to find rare and/or
untyped variants that are actually being captured by the known
SNPs existing in public databases.

In conclusion, we confirmed the previously reported asso-
ciation of genetic variability in intron 1 of FTO with the risk
of obesity. Our series was formed with individuals belonging
to a genetically homogeneous population of western Spain and
included only severe obesity patients with an evident family
history of overweight. A genetic profile has been described
with which to better identify individuals with an increased
susceptibility to suffer an early weight gain.
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What is already known about this subject
o Genome-wide association studies have identified
susceptibility loci, conferring only small effects to obesity.
o We selected 12 from the most accepted susceptibility
genes to overweight, which have been corroborated in
different populations and series of thousands of adult
individuals.
Single-nucleotide polymorphisms variants can have a
cumulative effect on common forms of obesity, to create a
genetic risk score.

What this study adds

« We concentrated on 109 single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) located in 12 loci previously reported in association
to body mass index at genome-wide significant level, for
individuals of European ancestry.

o Toidentify the frequency and effect size of common obesity
SNPs in a discovery subsample of a group of children with
high familial predisposition to morbid obesity.

o To select those genetic variants that best associate individu-
als with high-susceptibility genetic profiles to overweight,

and to create and validate a genetic risk score (GRS).

o We compared the predictive power of each approach in an
independent birth cohort, not aimed at studying obesity,
and which can be considered as a suitable proxy to measure
the clinical relevance of our GRS.

Summary

Objective: The objective of this study was the description of a valid genetic risk score (GRS) to predict
individuals with high susceptibility to childhood overweight by their genetic profiles.

Design and methods: Case-control study including a group of children with high-risk familial
predisposition to morbid obesity. Birth cohort from general population constituted the validation sample.
For the discovery sample, 218 children with non-syndromic obesity and 190 control individuals
were included. The validation sample was 653 children from two birth cohorts belonging to the INMA
(Infancia y Medio Ambiente [Environment and Childhood] )project. 109 SNPs located in the genes FTO,
SEC16B, BDNF, ETV5, SH2B1, GNPDA2, LYPLAL1, MSRA, TFAP2, KCTD15, MTCH2 and NEGRT,
previously reported in association to body mass index (BMI) were analysed. For the validation sample,
association between genome-wide data and BMI measurements between 3.5 and 5 years of age, were
evaluated.

Results: The GRS includes six SNPs in the genes FTO, TFAP2B, SEC168B, ETV5 and SH2B1. The score
distribution differs among cases and controls (P =9.2 x 107%) showing a significant linear association with
obesity (odds ratio [OR] per allele = 1.69; confidence interval [Cl] 95% = 1.46-1.97; P=4.3 x 10" and area
under the receiver operating characteristic curve [AUC] = 0.727; Cl 95% = 0.676-0.778). The results were
validated by the INMA cohort (OR per allele = 1.23 Cl 95% = 1.03-1.48 and AUC = 0.601 Cl 95% = 0.522—
0.680).

Address for correspondence: Dr R Rodriguez-Lépez, Infanta Cristina Hospital, Genetics Unit, The Extremadura Obesity Observatory
(OBEX.O), Badajoz, 06080, Spain. E-mail: raquel.rodriguezl@ses.juntaextremadura.net
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Conclusions: The use of our proposed genetic score provides useful information to determine those
children who are susceptible to obesity. To improve the efficiency of clinical prevention and treatment of
obesity, it is essential to design individualized based protocols in advance knowledge of the molecular basis

of inherited susceptibility.

Keywords: Obesity, inherited risk, score, SNP.

Introduction

The prevalence of obesity in children continues to
rise, expecting to reach 9.1% (60 million) worldwide
by 2020 (1). Such a scenario urges for additional
efforts in both investment on prevention and
research relating to the identification of risk factors
that may aid early intervention. It is widely accepted
that genetic factors play an important role in the
pathogenesis and susceptibility to obesity (2,3).
Therefore, the identification of associated variants
and assessment of their cumulative effects are
essential in the design of prevention strategies and
management of individuals genetically predisposed
to obesity.

Genome-wide association studies (GWAS) have
identified susceptibility loci, conferring only small
effects to obesity (4-6). For example, Willer et al. (6)
analysed changes in body mass index (BMI) and
found effect sizes between 0.06 and 0.39 (kg m™)
across six loci. Thorleifsson and colleagues, focusing
on obesity as a discrete trait, reported odds ratios
(ORs) ranging from 1.03 to 1.26 (7) in 29 variants.
Recently, a large association study including near
250 000 individuals determined 18 new loci that may
play an important role in human body weight regula-
tion, and found a maximum effect size of 0.39 (kg m)
(8) for a single-nucleotide polymorphisms (SNP) in the
FTO gene. Overall, GWAS have identified SNPs in a
dozen genes that are related to BMI (4-8). Additional
studies have also shown that SNP variants can have
a cumulative effect on common forms of obesity. Li
et al. (9), for instance, combined the effect of 12 SNPs
in 20 431 individuals to create a genetic risk score
(GRS). While showing a cumulative effect, the
GRS on those SNPs only explained 0.9% of BMI
variation, with a low predictive power of 57.4% (area
under the receiver operating characteristic curve
[AUC] = 0.574). An estimate that may still be inflated,
given that the sample to build the score and evaluated
it are the same. Similar results have also been found in
a study including 6078 children (10), where the com-
bination of 25 SNPs only explained 1.12% of the total
variation for BMI z-score,

The previous studies seem to indicate that the
cumulative effect of SNPs on obesity may not confer

enough predictive power. Note, however, that the
creation of a GRS is not unique and may have some
particular limitations on obesity-based GWAS. These
studies, including a large number of individuals, have
a huge heterogeneity among cases. Distinctions are
not made between individuals with different types of
overweight, age of onset, comorbidities, risk factors
or familiar antecedents. The inclusion of a heteroge-
neous obese population, in particular, hinders the
power of GRS measures to discriminate patients
with moderate obesity. In addition, it is to expect that
the majority of the individuals in a large sample study
are subjected to minimal genetic influence (9,10). For
such reasons, the use of the full sample of individuals
in a GWAS to derive a GRS may lead to poor pre-
dictive models in independent cohorts.

These difficulties may be addressed by using a
subsample of individuals of extreme genotype as a
discovery sample, instead of using all the subjects in
the GWAS. In relation to obesity, we propose the use
of individuals of severe condition, early onset and
evident familial aggregation of overweight in their
families. Our hypothesis is that the exclusive use of
the probands belonging to families highly predis-
posed to obesity will increase the likelihood of select-
ing candidate SNPs that may constitute a highly
discriminator score. The genetic causes of obesity
will then be overrepresented in the discovering
sample made of a homogeneous group of individuals
with high genetic component. In order to validate
whether this SNP selection strategy in the extreme
case subsample outperforms that of using the full
GWAS sample, we compare the predictive power of
each approach in an independent birth cohort, not
aimed at studying obesity, and which can be consid-
ered as a suitable proxy to measure the clinical
relevance of our GRS.

The purpose of the present study was then (i) to
identify the frequency and effect size of common
obesity SNPs in a discovery subsample of a group of
children with high predisposition to morbid obesity;
(ii) to select those genetic variants that best associate
individuals with high-susceptibility genetic profiles to
overweight; and (i) to create and validate a GRS in
an independent birth cohort from the general popu-
lation. To this end, we concentrated on 109 SNPs

© 2013 The Authors
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located in 12 loci previously reported in association
to BMI at genome-wide significant level, for individu-
als of European ancestry (4-8).

Methods and procedures
Candidate genes

To identify genetic loci for an early and severe
increased of weight, we examined differences in the
genotype distribution of the polymorphic variability of
the 12 susceptibility loci known as associated to
obesity, identified by Thorleifsson et al. (7) and which
were also corroborated by Speliotes et al. (8). The
selected set included most of the genes related to
polygenic inherited susceptibility to obesity strongly
and recurrently. The MC4R gene was not considered
to be analysed by using the SNP tagging strategy,
because of its functional deficiency represents the
most commonly monogenic cause of known human
obesity. Because of this, a wide series of child obese
patients have been analysed looking for pathogenic
mutations in MC4R gene and, to date, none low-risk
allele has been identified as potential influence on a
polygenic mode of inheritance for body overweight.
Data regarding common SNPs and linkage disequi-
librium values in Caucasians were obtained from
Ensembl (http://www.ensembl.org) and Hapmap
(http:// www.hapmap.org). We selected a set of 109
tag SNPs, which each one were highly correlated
with the other SNPs, which are inside in its same
linkage disequilibrium block (r2 from 0.52 to 1.0) and
are located in the genes FTO, SEC16B, BDNF,
ETV5, SH2B1, GNPDA2, LYPLAL1, MSRA, TFAPZ2,
KCTD15, MTCHZ2 and NEGR1. The SNPs captured
most of the common variation of the selected
genes the suggested obesity-associated SNPs
were intronic and none was predicted to generate
amino acid substitutions. Data for population of
European ancestry (CEU) was downloaded from the
International Haplotype Mapping Project web-site
(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/cgi-perl/gbrowse/
hapmap27_B36) and tag SNPs were assigned using
the Haploview software (http://www.broad.mit.edu/
mpg/haploview/). The gene region was considered
between both of the chromosomal locations where
5'UTR and 3'UTR region is starting and finishing,
respectively, which are detailed in the database
(http:// www.ensembl.org). To capture common vari-
ations, we considered SNPs with at least 10% of the
minor allele frequency, and the pair-wise tagging with
r? value under 0.80. That selection method deselects
those SNPs with r? at least 0.80 or more with those
SNPs, which were considered as tag SNPs for each
defined linkage disequilibrium block. Genotyping

Inherited profiles for childhood obesity | 3

analyses were performed with the primer extension
methods of commercially available iIPLEX® Seque-
nom's and the mass spectrometry-based platform of
MassARRAY MALDI-TOF (Sequenom, San Diego,
United States). Detailed conditions are available
upon request.

Discovery sample

Individuals in the discovery sample where selected
from families screened as a part of a study to detect
cases of morbid obesity in Extremadura (western
Spain) (11) and whose pathogenesis can be attrib-
uted primarily to genetic alterations. From this
sample, we selected 218 patients who reached a
weight greater than (mean + 3 SD) before 14 years of
age and who referred at least two other morbid
obesity cases among first- or second-degree rela-
tives. We consider the existence of grade 3 over-
weight (commonly called morbid obesity) to be a BMI
greater than or equal to 40 kg m™2; in children this
corresponds to a BMI greater than the 95th percen-
tile for age-matched and sex-matched control sub-
jects from our population data. 190 controls were
selected from a cohort of Spanish volunteers with
ancestor of Extremadura origin. The group of control
subjects was randomly selected, only serving to rep-
resent both sexes in balancing the cases and without
attending to obesity research reasons. So the
weights are represented: low, normal, overweight
and obesity, as often found in our health area. They
were assisted because own obstetric events or their
partner. The study was approved by the Ethics Com-
mittee of the participating institutions and was con-
ducted in accordance with the Declaration of Helsinki
and its subsequent revisions.

Validation sample

We used a population-based birth cohort belonging
to the INMA (Infancia y Medio Ambiente [Environ-
ment and Childhood]) Project as a validation
sample. In particular, we selected the INMA cohorts
of Valencia and Sabadell (Catalonia — north eastern
Spain) established between 2003 and 2006. A total
of 653 children were included during that period. This
project aimed to study the associations between
pre- and postnatal environmental exposures and
growth, health and development from early foetal life
until adolescence. For a recent description of INMA
see Guxens et al. (12). Our analysis was restricted to
Caucasian individuals with genome-wide data (geno-
typed using HumanOmni1-Quad Beadchip, lllumina)
(llumina Inc., San Diego, CA) and a BMI measure-
ment available between 3.5 and 5 years of age
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(n =653). Weight and height were measured with
calibrated scales and a wall-mounted stadiometer by
trained field workers, with the children standing in
light clothing and barefoot. BMI was calculated as
weight in kilograms divided by the square of height in
meters. Sex- and age-adjusted standard deviation
scores (SDS) were constructed using Growth
Analyser 3.0 (http://www.growthanalyser.org; Dutch
Growth Research Foundation, Rotterdam, the Neth-
erlands). Obese children in this sample were consid-
ered as those for which their BMIs where higher than
the 90th percentile.

Genotypes in the INMA cohort were imputed for a
total of 2 962 703 SNPs to match the SNPs ana-
lysed in the discovery sample. Imputation was based
on HapMap Phase Il genotypes for the CEU popu-
lation using IMPUTE software (13).

Statistical analyses

Departure from Hardy—-Weinberg equilibrium for all
the biallelic SNP markers was assessed using a fast
exact test (14). Single SNP association was per-
formed using likelihood ratio test (LRT) based on
logistic regression models considering an additive
mode of inheritance, and Benjamini-Hochberg (15)
method was used to control the false discovery rate
(FDR) because of multiple comparisons. We selected
the SNPs that passed multiple comparisons thresh-
old to create an obesity-risk-allele score based on
summing the number of risk alleles (0-2) for the six
selected SNPs. Our GRS thus have a maximum
range between 0 and 12. An alternative GRS was
computed from the allele sum weighted by the
association observed for each SNP. The sum was
weighted by the association score (e.g. log [OR])
arising from logistic model including each SNP indi-
vidually. Both scores were compared with the obesity
status. To test the predictive value for obesity risk
(performance) of our metric, we estimated the impact
of having each additional risk allele by computing the
OR and their 95% confidence interval (Cl 95%).
Genetic variation in obesity was estimated using
Nagelkerke R? index (16) (pseudo-R? similar to R? for
quantitative traits). 95% ClI for pseudo-R? was com-
puted using bootstrap approach. In addition, the
predictive value for obesity risk was calculated as the
AUC. All the analyses were performed using SNPas-
soc R package (17).

Results
Single association analysis

From previous published GWAS on European ances-
try populations, we selected a total of 109 SNPs

within the genes FTO, SEC16B, BDNF, ETV5,
SH2B1, GNPDA2, LYPLAL1, MSRA, TFAPZ2,
KCTD15, MTCH2 and NEGR1. Genotype frequen-
cies for controls were in Hardy—-Weinberg equilibrium
(Supporting Tables S1 and S2). The SNPs, with fre-
quencies greater than 10% represented most of the
linkage disequilibrium blocks in the regions where
they were located. We found that seven SNPs located
in FTO (rs17817449 and rs9921255), TFAP2B
(rs760900), SEC16B (rs3748792), ETV5 (rs7634510)
and SH2B1 (rs8055982 and rs7498665) were highly
associated with severe obesity, after correcting for
multiple comparisons (FDR = 0.05); see Table 1. The
two SNPs belonging to SH2B7 gene were in high
Linkage disequilibrium (LD). Therefore, only one of
them, rs7498665, was considered in the GRS com-
putation. This SNP was selected because it has been
reported in other studies (8-10).

Five out of the six SNPs involved in the GRS
showed an increased risk to obesity. Table 1 shows
the risk for the minor allele assuming an add-
itve model: rs17817449 (OR=1.72; Cl 95% =
1.27-2.32), rs9921255 (OR =1.91; Cl 95% =1.29-
2.81), rs760900 (OR=1.59; Cl 95%=1.18-
2.14), rs7634510 (OR=1.77; Cl 95% =1.21-2.58),
rs8055982 (OR = 1.82; Cl 95% = 1.34-2.47). On the
other hand, rs3748792 showed a protective effect
because frequency of the rare allele was lower in
cases than in controls (OR =0.59; Cl 95% = 0.42—
0.84). For this SNP, the major allele was then con-
sidered as the risk allele and its new OR was taken as
1/(OR of the minor allele) (Table 1).

The obesity-risk-allele score

The six loci GRS for the obese individuals ranged
from 1 to 10 with median equal to 5, and from O
and 8 for controls with median equal to 4. The test
for difference in score distribution was statistical
significant (P=9.2 x 107"*, Mann-Withney U-test).
In addition, the GRS showed significant linear asso-
ciation with obesity (P=4.3x 107" LRT; Fig. 1a).
On average, each risk allele conferred an estimated
increased risk of 1.69 times the disease risk among
our population (OR per allele=1.69; Cl 95% =
1.46-1.97). We additionally computed the differ-
ence in the distribution of GRS between individuals
with obesity and controls with a sample partition.
We defined risk categories depending on the
number of risk alleles: = 2, 2-6, = 7, and observed
that those individual carrying =7 risk-alleles had 3.1
times (OR=3.11; 1C95% 1.58-6.61) increased
odds of being obese compared with those with 2-6
risk-alleles (Fig. 1). When the category =7 was
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Table 1 Univariate analysis of analysed SNP
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SNP Gene Position Risk  Controls Cases OR Cl 95% P-value
(bp) Allele % n %

Discovery sample
rs17817449:7>G  FTO 52370868 G 108 61.4 160 79.2 1.84 (1.37-2.47) 1.4x10°
rs9921255:T>C FTO 52566829 C 58 31.9 93 456 1.80 (1.24-2.63) 1.7x10°
rs760900:G>A TFAP2B 50904593 T 116 63.7 158 77.5 157 (1.18-2.10) 2.0x107°
rs3748792:C>T SEC16B 176168278 T' 90 43.9 98 557 159 (1.13-2.22) 6.7x10°
rs7634510:C>T ETV5 187263257 T 51 27.9 79 389 173 (1.19-2.51) 3.0x 103
rs8055982:A>C* SH2B1 28788703 C 79 434 126 60.6 1.78 (1.32-2.40) 1.2x10*
rs7498665.A>Gt  SH2B1 28790742 G 79 434 124 605 1.76 (1.30-2.38) 1.9x10*

Validation sample
rs17817449:T>G FTO 52370868 G 408 67.7 36 735 1.22 (0.80-1.84) 0.3534
rs9921255:T>C FTO 52566829 C 213 35.3 23 46.9 166 (1.06-2.61) 0.0306
rs760900:G>A TFAP2B 50904593 A 424 70.3 33 67.3 1.16 (0.77-1.77) 0.4791
rs3748792:C>T SEC16B 176168278 A 554 91.9 47 959 122 (0.76-1.97) 0.4058
rs9831938:T>C%¥ ETV5 187 268 6908  T¥ 324 53.7 27 551 116 (0.75-1.79) 0.5137
rs7498665:A>G  SH2B1 28790742 G 521 86.4 47 959 158 (1.00-2.52) 0.0456

SSNP rs7634510 was not available in the validation sample and was replaced by rs9831938 (LD = 0.98).

SNPs that compose the GRS in the discovery and validation samples. All OR are given for the risk allele of each SNP, which is the minor allele, 'Except for
rs378792 : C > T. In this case the original OR was converted as 1/(OR of the minor allele).

*The SNPs in gene SH2B1 were in high LD (>0.95) since they are located consecutively. Therefore, only one of them was used to build the GRS. We
selected rs7498665 : A > G because it has been associated to obesity in other studies.

Cl, confidence interval; GRS, genetic risk score; LD, linkage disequilibrium; OR, odds ratios; SNPs, single-nucleotide polymorphisms.
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Figure 1 Effect of risk alleles on obesity for the case-control study. (a) For each individual its number of risk alleles (0,
1 or 2) were summed to build a genetic risk score (GRS). Left axis represents the distribution of the GRS. Right axis
shows the odds ratio (OR) and their 95% confidence intervals for the grouped GRS. Individuals with 2-6 risk alleles were
considered as the reference group. (b) Distribution of cases and controls (%) depending on the predicted risk.

compared with category =2 there was 11.7
(OR =11.66; Cl 95% = 4.62-36.91) times increase
in the odds of developing obesity (Fig. 1a).
Figure 1b shows the distribution of predicted risk
for cases and controls. We observed that the more
risk of obesity the more percentage of cases with
obesity. Figure 2a shows the receiver operating
characteristic curve for GRS and wGRS. The AUC

estimates how well GRS discriminates between
individuals with obesity and controls. The score
showed a high discrimination power (AUC = 0.727;
Cl 95% =0.676-0.778). The combined effect on
children with obesity is large, mainly due to the
fact that those individuals are highly susceptible
because of their family history. In this data, we esti-
mated that the variant signals account for 18.9%
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study. Solid line corresponds to genetic risk score (GRS) and dotted line is for WGRS. The area under the ROC was 0.727
(confidence interval [Cl] 95% = 0.676-0.778). (b) Odds ratio (OR) corresponding to the risk per unit increase of GRS for
the case-control data (derivation sample) and INMA cohort (validation sample). The combined OR was computed using

a random effects model.

(bootstrap Cl 95% =9.1-32.2) of the genetic
variation in morbid obesity in our case-control
sample.

Four control individuals had a risk score of 7 (1.
man of 35 years, and 2. woman of 33 years) and a
risk score of 8 (3. man of 38 years and 4. woman of
33 years). The control 1 carries the score combina-
tion: heterozygote rs17817449 (FTO), homozygote
rs760900 (TFAP2B), heterozygote rs3748792
(SEC16B), heterozygote rs7634510 (ETV5) and
homozygote rs8055982 (SH2B7). His height and
weight were 1.85 m and 125 kg, respectively. His
weight at 6 years of age was calculated above 3
SDs. He reported a similar life overweight in one of
her brothers and her mother. The control 2 carries
the risk combination: homozygote rs17817449, het-
erozygote rs9921255 (FTO), heterozygote rs760900,
heterozygote rs3748792, heterozygote rs7634510
and heterozygote rs8055982. Her height and weight
maintained normal ranges. She had not familial ante-
cedents of obesity. We could not collect these data
control 3, only agreed to his history of gastrointestinal
surgery for inguinal and umbilical hernias. Control
4 carries the score combination: homozygote
rs17817449, heterozygote rs9921255, homozygote
rs760900, homozygote rs3748792 (SEC16B) and
heterozygote rs8055982. His height and weight
were 1.70m and 94 kg, respectively. His weight
at 6 years of age was calculated above 3 standard
deviations.

Only the risk score of the control 4 coincided with
the combination of one of the obese patients, who in
the last review (at 25 years) had a weight of 105 kg
and height of 1.53 m.

Validation

In the INMA cohort, 49 out of 653 children (7%) were
obese at the age of 4. Five of the six SNPS from the
previous analysis were available in the imputed data.
The quality of imputation was high, with score ranging
from 0.9 to 1.0 (Supporting Table S3). One of the
SNPs used in the discovery sample, rs7634510,
was not available in the validation cohort, and was
replaced by the neighbouring rs9831938 because its
chromosomal location was only 5433 pb of distance.
Minor allele frequencies were almost identical in both
samples (Supporting Table S3). The general charac-
teristics of our GRS in this sample were as before: (i)
the estimated ORs of the six SNPs are in the same
direction. While only two of them were statistically
significant at 5% level, this is probably due to the
limited number of cases (Table 1); (i) there was an
increase per-allele-risk (OR=1.23 Cl 95% =1.03-
1.48); (i) a statistically significant predictive power
was also observed (AUC = 0.601 Cl 95% = 0.522—
0.680, P = 8.3 x 107 for the difference from the null
AUC =0.50). As expected the genetic variation
explained in this independent cohort (2.0%, Cl 95% =
0.1-6.3) was lower than that for the discovery sample.
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Discussion

In the context of obesity, GWAS have been success-
ful in discovering susceptibility loci, which confer
small effects for discrete to severe sizes changes in
BMI (6,7) or waist circumference (8,9). The SNPs
included in commonly used platforms for GWAS
strategies were selected to evenly cover the entire
genome. Therein lies its utility to be used as a proxy
in case-control studies, to find areas of the genome
associated with any complex polygenic disease.
Proved useful to identify candidate genes for obesity
studies, but our work shows what many authors
note, condolences to the need to analyse these
genes in depth and with much finer strategies, as
presented here. The significant SNPs identified in this
study are the same as those previously reported
SNPs in GWAS, but if they were located in the same
linkage disequilibrium block that SNPs of SCORE
pointed with much higher risk in much smaller
sample sizes. However, the risks obtained for the
identified genetic markers are difficult to compare
across studies, given that the selection of the obese
populations may differ substantially in their recruit-
ment criteria, particularly on the time of onset.

Some authors have previously argued that the pro-
portion of observed variability may be accounted by
the cumulative effect of several loci (9,10). A GRS is
then proposed as a suitable metric for the measure-
ment of the combination effect among the relevant
loci (18). GRS scores for obesity are typically com-
puted from the polymorphic variants identified in
previous GWAS. However, the large heterogeneity
among individuals in these studies can hinder the
predictive power of the measure (8,9). We show that
the selection of the SNPs for the GRS using a homo-
geneous subsample of patients with extreme obesity
improves the score's prediction. In this work, we
focused on early onset and severe form of obesity,
combined with variegated pattern of inheritance of
excess weight.

With the combination of only six SNPs in the genes
FTO, TFAP2B, SEC16B, ETV5 and SH2B1, we are
able to account for the 18.9% of observed variability
in our sample with a predictive power of 72.7%. The
combination of the six SNPs that comprise the
SCORE in homozygous condition in the same indi-
vidual is expected in the general population with an
extremely low frequency. Because of that, nobody
had a risk score of neither 12 nor 11 in our series,
even among the obese sample. While this result is a
significant improvement on those obtained by Li
etal. (9), it overestimates the real effect of the risk
score for the general population because it is based
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on highly predisposed group of patients. An addi-
tional bias of both estimates is due to the fact that
the selection of variables for the GRS and the
assessment of its performance are both done in the
same sample. The unbiased estimate of the AUC in
a validation sample, not computed by Li et al., indi-
cates a real increment in the performance of our
GRS, with observed variability 2% and the predictive
power of 60%. Note that our selection strategy
results in a reduced set of six SNPs, increasing the
performance of the GRS from other studies that
combine up to a dozen SNPs (8-10,19). This sug-
gests that risk scores may suffer from over-fitting,
hindering their generalizability to other samples. The
selection of the obese patients who developed
extreme phenotypes really improved our results,
comparing in terms of the obtained variances from
the majority of the association studies designed for
obesity research. The explained variance is unusually
high, still higher than the one observed in large
studies, but surely can be due to the use of a sample
including children with a high family predisposition to
obesity.

We verified that two control individuals carrying risk
scores of 7 and 8, respectively, exhibited severe
overweights from their childhood (BMI 36.5 and 32 at
35 and 33 years, respectively). This means that the
same score could predict obesity, which certainly
challenges the clinical utility of the GRS as a predic-
tive tool for the public health and/or clinical manage-
ment. Although further exploration is required, the
GRS predicts value for increased body weight. Our
findings could lead to establish primary prevention
strategies of obesity/body weight after genetic analy-
ses in children.

The INMA birth cohort validates those results
exactly, but among a more general sample.

While the selected variants show a cumulative
effect, the genes to which they belong do not share
functional pathways. As a consequence, different
combination of genotypes might differ in their func-
tional role in overweight. For instance, the functional
capacity of the FTO gene has been described in
relation to mild risks on heterozygous variants and to
severe overweight for the non-functional allele (psy-
chomotor delay and severe craniofacial dysmor-
phism) (20). Whereas, SH2B1 may regulate body
weight by enhancing hypothalamic leptin sensitivity
(21) where deletion carriers exhibit hyperphagia and
severe insulin resistance (22). In addition, SH2B1
haploinsufficiency contributes significantly to severe
early onset of obesity, in some cases associated with
autism and mental retardation (23). Both FTO and
SH2B1 support a neuronal basis in relation to weight
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control, governed by a similar model of inheritance
and, in our study, they showed the highest risk
though the SNPs analysed. The functional conse-
quences of the mutations or haploinsufficiency of
variants within SEC16B, ETV5 and TFAP2B have not
been clearly identified despite of their replication (24).
However, our predictive model supports the notion
that severe early onset overweight may result from a
mixed model of inheritance that includes both the
recessive major deleterious genes FTO and SH2B1
and a polygenic component with smaller effects of
TFAP2B, SEC16B and ETV5. However, the high her-
itability of the severe overweight in our probands'
families is not fully covered by the attributed risk of
the selected variants, and therefore an unidentified
residual polygenic component might still exist.

Our results indicate that the detectable genetic
variation associated with extreme overweight is com-
parable with that previously found in a population-
based study of general BMI with a design that
required tens of thousands of subjects to achieve
similar power (25). This suggests that studies with
enriched sample of individuals with extreme pheno-
type are an efficient alternative for identifying
common variants associated with quantitative traits.
The genetic variation explained by the same SNPs
was almost tenfold different, when considering a
sample of all obese individuals vs. a population-
based sample. This means that in our sample is
higher by the careful selection of cases, so if you
want values comparable with published results from
a general population or from studies with GWAS
strategy, the best estimate is INMA and more similar
to what would be expected.

The GRS defined from the selection of SNPs that
are associated with severe obesity in a high predis-
posed group, allowed us to predict overweight in
children in an independent and representative
cohort, where the number of cases (7%) matches
that of the general population. Further assessment of
this GRS is still needed in birth cohorts and adult
samples for designing individualized prevention pro-
tocols and clinical management. An additional sub-
population of interest where our approach can be
evaluated is that of obese with hypothalamic imbal-
ances, unable to maintain control of satiety and inter-
ference in routes of energy control.

We also propose the design of our study to
search for polygenic profiles that are associated
with certain comorbidities in obese patient groups.
The genotype—-phenotype correlations provide a
basis of extreme importance to unravel the molecu-
lar basis of the clinical differences observed among
individuals with severe overweight as hyperlipidae-

mia, endocrine disorders and/or cardiovascular
events (26).
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Supporting information

Additional Supporting Information may be found in
the online version of this article at the publisher's
web-site:

Table S1. Genotype frequencies for controls were in
Hardy-Weinberg equilibrium.

Table S2. Univariate analysis for the 109 SNPs
within the genes FTO SEC16B, BDNF, ETV5, SH2B1,
GNPDA2, LYPLAL1, MSRA, TFAP2, KCTD15,
MTCH2 and NEGR1, genotyped in the case/control
study.

Table S3. Discovery sample include our series of
cases and controls. Validation sample is the INMA
cohort. Five of the six SNPS from the previous analy-
sis were available in the imputed data. The quality of
imputation was high, with score ranging from 0.9 to
1.0.
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