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DESCRIPCION
Marcadores genéticos para control de peso y métodos de uso de los mismos
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere a métodos para determinar el genotipo metabdlico de un sujeto y métodos para
seleccionar un régimen dietético/terapéutico apropiado o recomendaciones de estilo de vida basandose en el perfil
metabolico del sujeto y su susceptibilidad a problemas de control de peso adversos.

Antecedentes

De acuerdo con un informe publicado en 1998 por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la obesidad ha
alcanzado proporciones epidémicas en todo el mundo: aproximadamente 1.700 millones de personas en todo el
mundo tienen sobrepeso y 300 millones de ellas estan obesas. En los Estados Unidos aproximadamente 127
millones de adultos tienen sobrepeso y 69 millones estan obesos. Los sujetos obesos tienen un riesgo aumentado
de desarrollar una o mas afecciones médicas graves incluyendo diabetes, enfermedad cardiaca, alta presion
sanguinea y alto nivel de colesterol en sangre. La prevalencia de la obesidad ha aumentado mas del doble en los
ultimos 25 anos y alcanza ahora el 31 % entre los adultos de Estados Unidos de 20 afos de edad y mayores. Se
han visto mayores tasas de obesidad entre afroamericanos e hispanoamericanos, especialmente entre las mujeres
(del 30 % al 50 %).

El aumento en la prevalencia de la obesidad observada en todo el mundo en las Ultimas décadas se ha producido en
un ambiente cambiante caracterizado por una reduccién progresiva del nivel de actividad fisica y la abundancia de
alimentos altamente apetitosos. El informe de la OMS ha identificado estos cambios como las dos principales
caracteristicas modificables del estilo de vida moderno que promueven el desarrollo de la obesidad. Sin embargo, a
pesar del hecho de que las personas estan expuestas al mismo ambiente, no todo el mundo se hace obeso, lo que
sugiere un papel para un perfil genético del sujeto en el desarrollo de los problemas de control de peso. Es decir, la
genética determina la susceptibilidad de un sujeto a hacerse obeso cuando se expone a un ambiente desfavorable
asi como el modo en que puede responder a la dieta y el ejercicio.

Sorensen et al, 2006, (PLOS Clinica Trials Public Library of Science, US 1(2): p 1-14), presenta un método para
investigar el efecto de un panel de 42 SNP en 26 genes candidatos en pérdida de peso inducida por dieta. Por lo
tanto, se requiere el analisis de un conjunto relativamente grande de SNP.

Marti et al, 2008, (Proceedings of the Nutrition Society, 67: p 1-8) analiza el riesgo de obesidad dependiendo de (1)

variantes genéticas (SNP) y (2) exposicion a riesgos ambientales. Se analizan 22 genes que se cree que estan
implicados en la obesidad, incluyendo PPARy2 (Pro12Ala), B-adrenoceptor 2 (GIn27Glu) y proteinas de
desacoplamiento 1, 2, 3.

El documento W02005/079325 se refiere a un método para evaluar la susceptibilidad de un sujeto a una
enfermedad relacionada genéticamente, incluyendo determinar la presencia o ausencia de factores de riesgo
correlacionados con la enfermedad, asignando una puntuacién de riesgo a cada uno de los factores de riesgo
presentes y combinando puntuaciones de riesgos para calcular una puntuacién de susceptibilidad general. En
relacién con la obesidad, se describen varios genes que afectan al equilibrio de energia.

De Luis et al, 2006, (Annals of Nutrition and Metabolism 50 (4): p 354-360) desvela la influencia del polimorfismo de
FABP2 Thr54 (rs1799883) en respuesta a la modificacion del estilo de vida, incluyendo en pacientes obesos. Se
examina un unico locus polimérfico y se relaciona con una dieta hipocalérica particular.

Memisoglu et al, 2003, (Human Molecular Genetics, 12(22): p 2923-9) analiza la interaccién entre un polimorfismo de
PPARG y el consumo de grasa en la dieta en relaciéon con la masa corporal.

Marti et al, 2002, (Diabetes, Obesity and Metabolism 4/6: p 428-430) presenta resultados que sugieren que el
polimorfismo de TRP64/ARG del gen de ADRBS3 parece ser un factor de riesgo para obesidad que depende de un
estilo de vida sedentario.

Ukkola et al, 2001, (International Journal of Obesity and Related Metabolic Disorders: Journal of the International
Association for the Study of Obesity, 25(11): p 1604-8) indica que las variantes del receptor Beta-2 adrenérgico estan
asociadas con la acumulacién de grasa subcutanea en respuesta a sobrealimentacion a largo plazo.

En consecuencia, existe la necesidad de un medio para establecer un programa de pérdida de peso personalizado
que considera la susceptibilidad genética de una persona a la obesidad para mejorar los resultados de pérdida de
peso y mantenimiento de peso en relaciéon con un programa similar no teniendo en cuenta la informaciéon genética.
Existe la necesidad de un medio para ligar el genotipo metabdlico de un sujeto a la respuesta a la dieta y/o ejercicio.
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La descripcion del presente documento de desventajas y problemas asociados con métodos conocidos no pretende
de ningun modo limitar el alcance de las realizaciones descritas en el presente documento para su exclusion.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona métodos y kits para determinar el genotipo metabdlico de un sujeto y seleccionar
un régimen terapéutico/dietético apropiado o recomendacién de estilo de vida para el sujeto. De acuerdo con
algunas realizaciones, se proporcionan métodos para determinar el genotipo metabdlico de un sujeto, clasificar el
sujeto en una o0 mas de una serie de categorias nutricionales y de ejercicio a las que el sujeto es probablemente
sensible, y comunicar al sujeto un régimen terapéutico/dietético apropiado o recomendacion de estilo de vida para el
sujeto. De esta manera, puede elegirse un programa de pérdida de peso personalizado basandose en el genotipo
metabdlico de un sujeto. Dicho programa de pérdida de peso personalizado tendra beneficios evidentes (por
ejemplo, producira mejores resultados con respecto a pérdida de peso y mantenimiento de peso) sobre los
programas de pérdida de peso tradicionales que no tienen en cuenta la informacién genética.

La invenciéon proporciona un método para seleccionar una recomendacién de régimen dietético o terapéutico
apropiado para un sujeto que comprende determinar el genotipo del sujeto con respecto a los loci polimérficos
FABP2 (rs1799883; G/A); PPARG (rs1801282; C/G); y ADRB2 (rs1042714; C/G) y al menos uno del locus ADRB3
(rs 4994; C/T) y el locus ADRB2 (rs 1042713; A/G); en el que el genotipo del sujeto con respecto a dichos loci
proporciona informacién acerca de la susceptibilidad aumentada del sujeto a problemas de control de peso adversos
y permite la seleccion de un régimen terapéutico/dietético que es adecuado para el sujeto, y en el que portar el alelo
ADRB2 Glu27, PPARG 12Pro/Pro y FABP2 54Thr/* clasifica al sujeto como sensible a restriccion de grasas.
Opcionalmente, el método comprende determinar el genotipo del sujeto con respeto tanto al locus de ADRB2
(rs4994; C/T) como al locus de ADRB2 (rs1042713; A/G).

Se desvela un método para seleccionar un régimen terapéutico/dietético apropiado o recomendacion de estilo de
vida para un sujeto que comprende: determinar el genotipo de un sujeto con respecto a dos cualesquiera, tres
cualesquiera, o cuatro cualesquiera de loci polimérficos seleccionados del locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus
PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G), o el locus ADRB2
(rs1042714; C/G), en el que el genotipo del sujeto con respecto a dichos loci proporciona informaciéon acerca de la
susceptibilidad aumentada del sujeto a problemas de control de peso adversos, y permite la seleccion de un régimen
terapéutico/dietético o recomendacién de estilo de vida que es adecuado para la susceptibilidad del sujeto a
problemas de control de peso adversos.

Se desvelan métodos para seleccionar un régimen terapéutico/dietético apropiado o recomendacién de estilo de vida
para un sujeto que comprenden: a) determinar el genotipo del sujeto con respecto al locus FABP2 (rs1799883; G/A),
el locus PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G), o el locus
ADRB2 (rs1042714; C/G), en los que el genotipo de un sujeto con respecto a dichos loci proporciona informacién
acerca de la susceptibilidad aumentada del sujeto a problemas de control de peso adversos, y permite la seleccion
de un régimen terapéutico/dietético o recomendacién de estilo de vida que es adecuado para la susceptibilidad del
sujeto a problemas de control de peso adversos.

Se desvelan métodos para seleccionar un régimen terapéutico/dietético apropiado o recomendacién de estilo de vida
para un sujeto que comprenden: a) determinar el genotipo del sujeto con respecto a dos cualesquiera, tres
cualesquiera o cuatro cualesquiera de los loci polimérficos seleccionados del grupo que consiste en el locus FABP2
(rs1799883; G/A), el locus PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713;
A/G) o el locus ADRB2 (rs1042714; C/G) y b) clasificar el genotipo del sujeto en una categoria de sensibilidad a
nutricion y/o una categoria de sensibilidad a ejercicio. Una vez que el genotipo de un sujeto se ha clasificado o
categorizado en una categoria de sensibilidad a nutricién y/o una categoria de sensibilidad de ejercicio, puede
proporcionarse un régimen terapéutico/dietético o recomendacién de estilo de vida al sujeto incluyendo, pero sin
limitacion, seleccionar una dieta apropiada y nivel de actividad para los que el sujeto sea probablemente mas
sensible.

Se desvelan métodos para seleccionar un régimen terapéutico/dietético apropiado o recomendacién de estilo de vida
para un sujeto que comprenden: a) determinar el genotipo del sujeto con respecto al locus FABP2 (rs1799883; G/A),
el locus PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G) o el locus
ADRB2 (rs1042714; C/G) y b) clasificar el genotipo del sujeto en una categoria de sensibilidad a nutricion y/o
categoria de sensibilidad a ejercicio.

Se desvelan métodos para seleccionar un régimen terapéutico/dietético o recomendacion de estilo de vida
apropiados para un sujeto que comprenden: (a) detectar un patrén alélico de al menos dos, al menos tres, al menos
cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete o al menos ocho alelos seleccionados de los siguientes: locus
FABP2 SNP rs1799883, alelo | (genotipo: G; aminoacido: Ala); FABP2 SNP rs1799883, alelo 2 (genotipo: A;
aminodcido: Thr); PPARG SNP rs1801282, alelo 1 (genotipo: C; aminodcido: Pro); PPARG SNP rs1801282, alelo 2
(genotipo: G; aminoacido: Ala); ADRB3 SNP rs4994, alelo 1 (genotipo: T; aminoacido: Trp); ADRB3 SNP rs4994,
alelo 2 (genotipo: C; aminoacido: Arg); ADRB2 SNP rs1042713, alelo 1 (genotipo: G; aminoacido: Gly); ADRB2 SNP
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rs1042713, alelo 2 (genotipo: A; aminoacido: Arg); ADRB2 SNP rs1042714, alelo 1 (genotipo: C; aminoacido: Gin); y
ADRB2 SNP rs1042714, alelo 2 (genotipo: G; amino&cido: Glu) en los que la presencia del patrén alélico es
predictiva de la respuesta del sujeto a la dieta y/o ejercicio y (b) seleccionar un régimen terapéutico/dietético o
recomendacién de estilo de vida que es adecuado para la respuesta predicha del sujeto a la dieta y/o el ejercicio.

Se desvelan métodos para identificar el genotipo metabdlico de un sujeto que comprende: identificar el genotipo del
sujeto con respecto a al menos dos, al menos tres o al menos cuatro del locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus
PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o el locus ADRB2
(rs1042714; C/G).

Se desvelan métodos para identificar el genotipo metabdlico de un sujeto que comprende: identificar el genotipo del
sujeto con respecto al locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRB3 (rs4994;
C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o el locus ADRB2 (rs1042714; C/G).

Ademas se desvelan kits que incluyen un medio para determinar el genotipo de un sujeto con respecto al genotipo
del sujeto con respecto al locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRB3
(rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o el locus ADRB2 (rs1042714; C/G). El kit también puede
contener un medio de recogida de muestras. El kit también puede contener una muestra de control bien positiva o
bien negativa o un dispositivo convencional y/o uno algoritmico para evaluar los resultados y reactivos y
componentes adicionales.

Los kits pueden estar en forma de un ensayo de ADN que se usara para proporcionar una recomendacién de dieta y
ejercicio basandose en el genotipo de un sujeto con respecto al locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus PPARG
(rs1801282; C/G), el locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o el locus ADRB2 (rs1042714;
C/G). La informacién proporcionada por el genotipo de un sujeto puede ayudar a los profesionales de la salud a
desarrollar intervenciones dietéticas y de ejercicio personalizadas que mejoraran la prevencién y el tratamiento de la
obesidad.

Otras realizaciones y ventajas de la invencion se exponen en la siguiente descripcion detallada y reivindicaciones.
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Los métodos de la presente invencién se basan al menos en parte en el hallazgo de que existe una asociacion entre
los patrones de alelos de ciertos genes metabdlicos y la sensibilidad de un sujeto a un régimen de dieta y ejercicio
particular. Es decir, existe una asociacién entre los patrones de alelos de genes metabdlicos y los resultados clinicos
relacionados con el control del peso y los fenotipos. Ciertos genes influyen en diversas rutas que influyen en el peso
corporal, y se han asociado con un riesgo elevado de obesidad y con respecto a su capacidad para diferenciar la
respuesta del sujeto a intervenciones sobre control del peso por genotipo. Para los fines de la presente invencion,
dichos genes se denominaran “genes metabdlicos” o “genes de control de peso”. Estos genes incluyen, pero sin
limitacion, proteinas de unién a acidos grasos 2 (FABP2); receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma
(PPARG); receptor beta-2 adrenérgico (ADRB2); y receptor beta-3 adrenérgico (ADRBS3).

La presente invencion se refiere a ensayos de control de peso para determinar el “genotipo metabdlico” de un sujeto,
que implica determinar el genotipo de un sujeto para uno o mas genes metabdlicos (por ejemplo, 2, 3, 4, etc.). Los
resultados de dicha genotipacion metabdlica pueden usarse para predecir la sensibilidad de un sujeto a cantidades
relativas de macronutrientes y restriccion calérica en la dieta, con o sin ejercicio, para pérdida al peso. La
identificacion del genotipo de un sujeto puede usarse para emparejar el sujeto con un producto terapéutico, o
nutricién, o alteracion del estilo de vida, o una combinacion de los mismos para idear una estratégica para conseguir
y/o mantener una pérdida de peso. Por lo tanto, de acuerdo con algunas realizaciones, los resultados de
genotipacion de polimorfismos (para polimorfismos individuales o combinaciones) pueden usarse para determinar 1)
la influencia genética en la intervencion en el control del peso/resultados y 2) sensibilidad a macronutrientes y
restriccion de energia en la dieta, con o sin ejercicio, para la pérdida de peso.

Colectivamente, la determinacién de genotipo de un sujeto para uno o mas genes metabodlicos permite
interpretaciones que proporcionan informacion aplicable para seleccionar un régimen terapéutico/dietético apropiado
o recomendacion de estilo de vida para un sujeto. El genotipo metaboélico de un sujeto se determina a partir de un
ensayo de control de peso disefado para detectar el patrén de polimorfismo genético de un sujeto con respecto a
uno o mas genes metabdlicos. Identificando los polimorfismos de genes relevantes y resultados de patrones de
genotipos, el ensayo puede evaluar el riesgo para resultados de control de peso probables y proporcionar al sujeto
orientacion sobre la eleccion de intervenciones sobre nutricion y estilo de vida que coincidan con su composicion
genética personal.

Genes metabdlicos

Los genes metabdlicos incluyen, pero sin limitacién, proteinas de union a acidos grasos 2 (FABP2); un receptor
gamma activado por el proliferador de peroxisoma (PPARG); receptor beta-2 adrenérgico (ADRB2); y receptor beta-
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3 adrenérgico (ADRB3). El patron del polimorfismo genético de un sujeto con respecto a uno o mas de estos genes
revela el genotipo metabdlico de un sujeto. Mas preferentemente, el genotipo metabdlico de un sujeto puede
determinarse identificando el patron de polimorfismos genéticos de ese sujeto con respecto a uno o mas (es decir, 2,
3, 4 0 5) del locus FABP2 (rs1799883; G/A), locus PPARG (rs1801282; C/G), locus ADRB3 (rs4994; C/T), locus,
ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o el locus ADRB2 (rs1042714; C/G).

Polimorfismo de FABP2 rs1799883 (Ala54Thr; G/A)

El gen de FABP2 codifica la forma intestinal de la proteina de unién a acidos grasos, una familia de proteinas que
regula el transporte y metabolismo de lipidos. La proteina FABP2 se encuentra en células epiteliales del intestino
delgado donde controla la absorcion de grasas. In vitro, la forma de Thr54 de la proteina muestra una afinidad de
unién dos veces mayor para acidos grasos de cadena larga (Baier et al., J Clin Invest 95: 1281-1287, 1995) y se ha
mostrado que esta asociada con la absorcién de grasas potenciada en el intestino (Levy et al.,, J Biol Chem 276:
39679-39684, 2001). La variante de Thr54 aumenta por lo tanto la absorcién y/o el procesamiento de acidos grasos
de la dieta por el intestino y de este modo aumenta la oxidacién de grasas. De acuerdo con el mapa génico de
obesidad mas reciente, un total de 5 estudios han mostrado pruebas de la asociacidén entre el gen de FABP2 y la
obesidad; cuatro de ellos implicaron al polimorfismo Ala54Thr. La variante 54Thr se ha asociado con el IMC y la
grasa corporal elevados (Hegele et al., Clin Endocrinol Metab 81: 4334-4337, 1996), grasa abdominal aumentada en
hombres japoneses (Yamada et al., Diabetologia 40: 706-710, 1997) y obesidad asi como mayores niveles de leptina
entre mujeres (Albala et al., Obes Res 12: 340-345, 2004).

Multiples estudios han mostrado que el polimorfismo de Ala54Thr afecta a la respuesta a cambios de la grasa en la
dieta en comidas de ensayo. Los acidos grasos no esterificados (NEFA) fueron 20 % mayores 7 horas después de
una comida alta en grasas en sujetos homocigotos para 54Thr/Thr en comparacién con homocigotos para 54Ala/Ala
(Pratley et al., JLipid Res 41: 2002-2008, 2000). Después de ingestion de grasas, también se descubrié que el alelo
54Thr estaba asociado con niveles aumentados de triglicéridos postprandiales (Agren et al., Arterioscler Thromb
Vasc Biol 18: 1606-1610, 1998) y acidos grasos de cadenas de 14-18 carbonos (Agren et al., Am J Clin Nutr 73: 31-
35, 2001). Los perfiles metabdlicos postprandiales después de comidas de ensayo enriquecidas con acidos grasos
trans en relacion con una comida similar enriquecida con acidos grasos cis mostré que los sujetos con al menos una
copia del alelo Thr54 mostraba un mayor aumento en los niveles de glucosa postprandial y lipogénesis en
comparacién con los homocigotos para el alelo Ala54 (Lefevre et al., Metabolism 54: 1652-1658, 2005). Un grupo de
pacientes obesos, no diabéticos analizados antes y 3 meses después de un programa de modificacion del estilo de
vida, consistente en dieta hipocaldrica (1520 kcal/dia) y ejercicio aerébico tres veces por semana (de Luis DA et al.,
Ann Nutr Metab 50: 354-360, 2006) mostraron que los portadores del alelo 54Thr (en comparacién con los
homocigotos de tipo silvestre 54Ala/Ala) no consiguieron tener una reduccion significativa de la masa grasa, niveles
de colesterol LDL y niveles de leptina. Otros estudios han demostrado una asociacién entre el genotipo de FABP2 y
el consumo de grasa en la dieta, con un consumo de carbohidratos moderado (Marin et al., Am J Clin Nutr 82: 196-
200, 2005; Takakura et al., Diabetes Research and Clinical Practice 67: 36-42, 2005).

Polimorfismo de PPARG rs1801282 (C/G; Pro12Ala)

Los receptores activados por proliferador de peroxisoma (PPAR) son miembros de la subfamilia de factores de
transcripcion del receptor de hormona nuclear. PPAR-gamma (PPARG) se expresa abundantemente en células
grasas y desempefa un papel clave en la formacion de células grasas, en el metabolismo de lipidos y en el
desarrollo de diabetes de tipo 2. Los ratones con supresién de PPARG no han conseguido desarrollar tejido adiposo
normal y, cuando se les alimenta con una dieta alta en grasas, presentaron un aumento de peso reducido y no
desarrollaron resistencia a insulina (Jones et al.,, PNAS 102: 6207-6212, 2005). La variante 12Ala se asocia con una
reduccion de la afinidad de unién del receptor con el elemento de respuesta a PPAR en sus genes diana y por lo
tanto con una reduccion en su capacidad para regular la expresiéon de estos genes diana (Deeb et al., Nat Genet 20:
284-287, 1998). De acuerdo con el mapa génico de obesidad de 2006 (Rankinen et al., Obesity 14: 529-644), un
total de 30 estudios mostraron pruebas de la asociacion entre el gen de PPARG y la obesidad, y la mayoria de los
hallazgos positivos implicaron al polimorfismo Pro12Ala.

Un estudio de enfoque transversal grande, el estudio de la familia de Quebec (QFS) (Robitaille et al., Clin Genet 63:
109-116, 2003), mostré que los sujetos que portan el alelo 12Pro eran mas sensibles a la cantidad de grasa en la
dieta. Un estudio similar (Memisoglu et al., Human Molecular Genetics 12: 2923-2929, 2001) también mostr6 que los
sujetos 12Pro/Pro que consumian altas cantidades de grasa tenian un mayor indice de masa corporal (IMC) que los
que consumian bajas cantidades de grasa. Esta asociaciéon entre consumo de grasa dietética y el IMC no se vio en
portadores de 12Ala, lo que sugiere de nuevo que los sujetos 12Pro/* son mas sensibles a la cantidad de grasa en la
dieta. Se han obtenido pruebas sélidas con respecto a las diferencias genotipicas en respuesta a la intervencion
dietética del estudio de prevencién de diabetes finlandesa (Lindi et al., Diabetes 51: 2581-2586, 2002). En respuesta
a una intervencién de 3 afios que implicaba dieta y ejercicio, la pérdida de peso era mayor en sujetos 12Ala/Ala (-8,3
kg) que en sujetos Pro12Ala (-4,0 kg) que en sujeto 12Pro/Pro (-3,4 kg). Un estudio de mujeres con sobrepeso y
obesas no mostro diferencias en la pérdida de peso entre los portadores de 12Pro/pro y 12 Ala/* en respuesta a una
dieta baja en calorias durante 6 meses, pero la recuperacion de peso durante el seguimiento (un afio) fue mayor en
mujeres con el alelo Ala que en mujeres homocigotos para el alelo 12Pro. En respuesta a esta intervencion, los
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portadores de Ala mostraron mayor aumento en la sensibilidad a insulina y oxidacién de carbohidratos en ayunas y
mayor reduccion en la oxidacion de lipidos en ayunas (Nicklas et al., Diabetes 50: 2172-2176, 2001).

Los sujetos 12Pro/Pro (el genotipo mas frecuente) son mas sensibles a la cantidad de grasa en la dieta, mas
resistentes a la pérdida de peso y tienen un mayor riesgo de diabetes. Las pruebas de la interaccion gen-dieta son
sOlidas para este gen. Los hallazgos a partir de los estudios de intervenciéon en la dieta sugieren una mayor
flexibilidad metabdlica en el almacenamiento y movilizacién de la grasa en portadores de 12Ala que es coherente
con los estudios que muestran un IMC aumentado, una mayor pérdida de peso en respuesta a intervencion y una
mayor sensibilidad a insulina y riesgo reducido de diabetes. Por lo tanto, los estudios muestran uniformemente que
el alelo 12Pro es el alelo de alto riesgo.

Polimorfismos de ADRB2 rs 1042713 (G/A; Arg16Gly) y ADRB2 rs 1042714 (C/G; GIn27Glu)

El receptor beta-2 adrenérgico (ADRB2) es la forma predominante del receptor expresada en células grasas, que
desempefia un papel clave en la degradacién de la grasa a partir de las células grasas para energia en respuesta a
catecolaminas. Se han identificado varios polimorfismos de este gen que dan como resultado cambios de
aminoacidos, siendo los polimorfismos Arg16Gly y GIn27Glu los mas comunes en caucasicos, y los que se han
investigado mas frecuentemente en relacion con la obesidad. Los dos polimorfismos tienen un fuerte desequilibrio de
enlace (Meirhaeghe et al., Intntl J Obesity 24: 382-87, 2000). Un estudio in vitro de la expresion recombinante de
estos receptores en fibroblastos de hamster chino han mostrado la influencia funcional de los dos polimorfismos
(Green et al., Biochemistry 33: 9414-9419, 1994). En comparacion con sus alelos respectivos normales, el alelo
16Gly se ha asociado con la regulacién negativa potenciada de la expresion de ADRB2 en respuesta a tratamiento
con agonistas (isoproteranol), y 27Glu se ha asociado con algo de aumento (es decir, resistente a regulacion
negativa) en la expresion de ADRB2. Resulta interesante que la combinacién de ambos alelos mutantes (16Gly y
27Glu) dio como resultado la regulacién negativa potenciada de la produccién de receptores. De acuerdo con el
mapa génico de obesidad reciente (Rankinen et al., The human obesity gene map: The 2005 update. Obesity 14:
529-644), un total de 20 estudios han mostrado pruebas de la asociacion entre el gen de ADRB2 y la obesidad,
implicando la mayoria de los hallazgos positivos a los polimorfismos Arg16Gly o GIn27Glu y alguna indicacion de
que la asociacion mas fuerte existe con el alelo 27Glu. Algunos estudios han demostrado una diferencia de sexo en
el riesgo para la obesidad con estos polimorfismos (22. Hellstrom et al., J Intern Med 245: 253-259, 1999; Garenc et
al., Obes Res 11: 612-618, 2003) pero la preponderancia de las pruebas no favorece realizar interpretaciones
genotipicas especificas de sexo en este panel.

Multiples estudios muestran pruebas de que se ha descubierto que el alelo 27Gu esta asociado positivamente con la
obesidad abdominal (Lange et al., Int J Obes (Lond) 29: 449-457, 2005; Gonzalez et al., Clin Endocrinol (Oxf) 59:
476-481, 2003), asi como estudios que observan alelos tanto 27Glu como 16Gly con respecto a riesgo de obesidad
y masa grasa elevada (Masuo et al., Am J Hypertens, 19:1084-91, 2006). Estudios longitudinales han mostrado que
el aumento de peso desde la infancia a la adultez (Ellsworth et al. Int J Obes Relat Metab Disord 26: 928-937, 2002)
y el aumento de peso durante la adultez (Masuo et al., Circulation 111: 3429-3434, 2005; van Rossum et al., Int J
Obes Relat Metab Disord 26: 517-528, 2002) fueron mayores en sujetos que portaban el alelo 16Gly en comparacién
con los sujetos 16Arg/Arg.

Se descubri6 un riesgo aumentado de obesidad (RO = 2,56) en mujeres con 27GIn/Glu que tenian un consumo de
carbohidratos alto (CHO > 49 % del consumo de energia total) mientras que no se observd ninguna asociacion en
mujeres con 27GIn/GIn (Martinez et al.,, J Nutr 133: 2549-2554, 2003). En algunos casos, las interpretaciones
alélicas para determinar el mejor polimorfismo y alelo para realizar elecciones de dieta vienen de estudios de
intervencion opuesta (sobrealimentacion) y la eleccién del alelo opuesto. Por ejemplo, los resultados de un estudio
de sobrealimentacion (1000 kcal extra/dia durante 100 dias) realizados en pares de gemelos idénticos masculinos
mostré que los sujetos con 27GIn/GIn aumentaban mas de peso y grasa subcutanea que los portadores del alelo
27Glu (Ukkola et al., Int J Obes Relat Metab Disord 25: 1604-1608, 2001). En un estudio de hombres japoneses con
sobrepeso admitidos en un programa de pérdida de peso de 24 meses (dieta baja en calorias (1600 kcal/dia) y
ejercicio aerdbico una hora al dia) se mostré6 una mayor frecuencia del alelo 16Gly en hombres resistentes a la
pérdida de peso (definido como cambio de IMC menor del 10 %; n = 81) y los que recuperaban el peso corporal
después de una pérdida de peso inicial exitosa a los 6 meses (Masuo et al., Circulation 111: 3429-3434, 2005). Las
mujeres que estaban mas activas durante su tiempo libre y eran portadoras del alelo 27Glu tenian mayor IMC en
comparacién con no portadoras, lo que sugiere que estas mujeres pueden ser mas resistentes a la pérdida de peso
(Corbalan et al., Clin Genet 61: 305-307,2002).

Polimorfismo de ADRBS3 rs4994 (C/T; Arg64Trp)

El receptor beta-3 adrenérgico (ADRB3) esta implicado en la regulacién de lipdlisis en tejido adiposo blanco, y se
expresa principalmente en tejido adiposo visceral, el depdsito es grasa que esta estrechamente asociado con las
complicaciones metabdlicas relacionadas con la obesidad. Los estudios in vitro en adipocitos aislados han mostrado
que la mutacién da como resultado un deterioro de la lipdlisis en respuesta a un agonista especifico en células que
portan el alelo 64Arg (Umekawa et al., Diabetes 48: 117-120, 1999). Se ha descubierto que un haplotipo formado por
tres variantes del gen de ADRBS3, incluyendo la variante 64Arg, estaba asociado con IMC aumentado (n=208) y con
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una reduccion décupla de la sensibilidad (lipélisis inducida) de adipocitos viscerales a un agonista del receptor B3
selectivo (Hoffstedt et al., Diabetes 48: 203-205, 1999). Las tres variantes estan en desequilibrio de enlace, lo que
sugiere que la variante de 64Arg esta asociada con funcién receptora reducida. Un total de 29 estudios han
mostrado pruebas de la asociacién entre el gen de ADRB3 y la obesidad. Un meta analisis basado en 31 estudios
con mas de 9.000 sujetos mostré un IMC mayor (0,30 kg/m? mayor de media) en portadores de la variante 64Arg en
comparacioén con sujetos 64Trp/Trp homocigotos (Fujisawa et al., J Clin Endocrinol Metab 83: 2441-2444, 1998). Un
segundo basado en mas de 6.500 sujetos (principalmente sujetos japoneses) de 22 estudios también ha mostrado
mayores valores de IMC en portadores de la variante 64Arg (0,26 kg/m? mayores de media) en comparacién con no
portadores (Kurokawa et al., Obes Res 9: 741-745, 2001).

Un estudio de casos y controles (158 obesos, 154 de peso normal) mostré un riesgo aumentado de obesidad (RO =
2,98) en portadores de 64Arg (mayor IMC) solamente entre sujetos sedentarios, pero no en sujetos fisicamente
activos en los que no se encontraron diferencias genotipicas en IMC (Marti et al., Diabetes Obes Metab 4: 428-430,
2002). Un estudio de 61 mujeres obesas con diabetes de tipo 2 que se sometieron a una intervencién de 3 meses
que combinaba dieta baja en calorias y ejercicio mostré que las mujeres con la variante 64Arg perdian menos peso
(4,6 kg frente a 8,3 kg) y masa corporal (1,9 kg/m? frente a 3,4 kg/m?) que las mujeres con 64Trp/Trp (Sakane et al.,
Diabetes Care 20: 1887-1890, 1997). Un estudio realizado en 76 mujeres premenopausicas que se sometieron a
una intervencion de 3 meses que combinaba ejercicio y dieta descubrié que el 48 % de las mujeres con la variante
de 64Arg perdian peso en comparacion con el 69 % de las mujeres sin la variante (Shiwaku et al., Int J Obes Relat
Metab Discord 27: 1028-1036, 2003). Estos dos estudios sugieren que la variante esta asociada con dificultad en la
pérdida de peso mediante la dieta y el ejercicio. Un estudio (Phares et al., Obes Res 12: 807-815, 2004) realizado en
29 hombres y 41 mujeres mostré que los portadores de ADRB3 64Arg experimentaban mayor pérdida de masa
grasa y grasa del tronco después de 24 semanas de entrenamiento de ejercicio aerdbico supervisado en
comparacién con no portadores. Estos resultados parecen demostrar una respuesta alélica opuesta al ejercicio, pero
el nivel de ejercicio en este régimen de estudio fue entrenamiento de resistencia supervisado, mas vigoroso. La
interpretacion de las diferencias genotipicas en respuesta a ejercicio puede complicarse adicionalmente en muchos
estudios debido a que el estado obeso puede ser un factor de confusién que enmascare efectos moderados de la
variante en el gasto de energia (Tchernof et al., Diabetes 48:1425-1428, 1999).

Por lo tanto, se desvela un método para identificar el genotipo metabdlico de un sujeto que comprende identificar el
genotipo del sujeto con respecto a uno o mas (es decir, 2, 3 0 4) del locus FABP2, el locus PPARG, el locus ADRB3
y/o el locus ADRB2.

Un método para identificar el genotipo metabdlico de un sujeto comprende la identificacion del genotipo del sujeto
con respecto al acceso a genotipo del sujeto con uno o mas (es decir, 2, 3, 4 0 5) del locus FABP2 (rs1799883; G/A),
el locus PPARG (rs1801282; C/QG), el locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G), y/o el locus
ADRB2 (rs1042714; C/G).

Se desvela un método para identificar el genotipo metabodlico de un Gnico polimorfismo de un sujeto que comprende
la identificacién del genotipo con respecto a un alelo de un gen metabolico seleccionado del grupo que consiste en el
locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRBS3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2
(rs1042713; A/G) y/o el locus ADRB2 (rs1042714; C/G).

Un método para identificar el genotipo metabdlico compuesto de un sujeto comprende la identificacién del genotipo
con respecto a al menos dos alelos de genes metabdlicos seleccionados del grupo que consiste en el locus FABP2
(rs1799883; G/A), el locus PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713;
A/G), y/o el locus ADRB2 (rs1042714; C/G).

Un método para identificar el genotipo metabdlico de un sujeto comprende la identificacién del genotipo de
polimorfismo compuesto con respecto a al menos tres alelos de genes metabdlicos seleccionados del grupo que
consiste en el locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus PPARG (rs1801282; C/G), el locus ADRBS3 (rs4994; C/T), el
locus ADRB2 (rs1042713; A/G), y/o el locus ADRB2 (rs1042714; C/G).

La invencion proporciona un método para identificar el genotipo metabdlico de un sujeto que comprende la
identificacién del genotipo de polimorfismo compuesto con respecto a al menos cuatro alelos de genes metabolicos
seleccionados del grupo que consiste en el locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus PPARG (rs1801282; C/G), el
locus ADRB3 (rs4994; C/T), el locus ADRB2 (rs1042713; A/G), y/o el locus ADRB2 (rs1042714; C/G). En particular,
el método de la invencién comprende determinar el genotipo con respecto a los loci FABP2 (rs179983; G/A), PPARG
(rs1801282; C/G); y ADRB2 (rs1042714; C/G) y al menos uno del locus ADRBS3 (rs4994; C/T), y el locus ADRB2
(rs1042713; A/G).

De acuerdo con algunas realizaciones se proporciona un método para identificar el genotipo metabdélico de un sujeto
que comprende identificar el genotipo de polimorfismo compuesto con respecto a cada uno de los alelos de genes
metabdlicos locus FABP2 (rs1799883; G/A), locus PPARG (rs1801282; C/G), locus ADRB3 (rs4994; C/T), locus
ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o locus (rs1042714; C/G).
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Los resultados del genotipo metabdlico de un Unico polimorfismo y/o genotipo metabdlico compuesto de un sujeto
pueden clasificarse de acuerdo con sus relaciones con el riesgo en el control de peso, incluyendo lo que constituye
un resultado “menos sensible” 0 “mas sensible” de las intervenciones en la dieta y/o ejercicio, 2) sus resultados de
biomarcador clinico o relacionado con la salud asociados, 3) sus relaciones con las elecciones de intervencién para
el control de peso, y 4) la prevalencia de cada genotipo. Las tablas 1 y 2 a continuacién definen los alelos de ciertos
genes metabdlicos y explican el riesgo aumentado para susceptibilidad a ciertos trastornos/parametros metabdlicos.

TABLA 1: Gen metabdlico/polimorfismo del sujeto

GEN Locus/SNP GENOTIPO Frec Pob.*
FABP2 FABP2 (+54) 12022 48 %
G/A o A/A
Ala54Thr (54Ala/Thr 0 54Thr/Thr)
1.1 52 %
Ala = G= alelo 1 G/G
Thr = A= alelo 2 (54 Ala/Ala)
rs1799883
PPARG PPARG (+12) 1.1 81 %
C/IC
Pro12Ala (12Pro/Pro)
Pro = C = alelo 1 12022 19 %
Ala = G = alelo 2 %/2GPO %G 12Al2/Al
rs 1801282 (12Pro/Ala o a)
ADRB2 ADRB?2 (+27) 1.202.2 63 %
C/Go G/G
GIn27Glu (27GIn/Glu o 27Glu/Glu)
Gin=C=alelo 1 22/1C 37 %
Gin=G =alelo 2
rs1042714 (27GIn/Gin)
ADRB2 ADRB?2 (+16) 1.202.2 86 %
G/G o G/A
Arg16Gly (16Gly/Gly o 16Gly/Arg)
Gly =G =alelo 1 I%I/ZA 14%
Arg=A=alelo 2
rs 1042713 (16Arg/Arg)
ADRB3 ADRB3 (+64) 12022 16 %
T/C o C/C
Arg64Trp (64Trp/Arg o 64Arg/Arg)
Trp=T=alelo 1 '1F/]F 84 %
Arg=C =alelo 2
61004 (64Trp/Trp)

*Frec. Pob. = frecuencia de poblacién, determinada para caucasicos usando la base de datos del Estudio de
Familias de Quebec (QFS)

TABLA 2: Diagrama de susceptibilidad de sujetos basado en el genotipo metabdlico

Genotipo Riesgo de Riesgo de Informacion aplicable***
Enfermedad Biomarcador**
FABP2 Obesidad TIMC Los sujetos con este genotipo tienen una absorcidon
(+54; Resistencia a TGrasa potenciada de grasa de la dieta y un metabolismo mas lento,
rs1799883) | Insulina corporal lo que da como resultado una mayor propensién a aumento
12022 Sindrome 1Grasa Abd de peso y una capacidad reducida de pérdida de peso. Los
metabdlico TG estudios clinicos indican que los sujetos que este genotipo
TInsulina mejoraran sus riesgos de triglicéridos, insulina y azicares en
TAS sangre elevados reduciendo las grasas saturadas y grasas
TMTNFo. trang, y aulmentando las grasas monoinsgturada moderando
LTMR al mismo tiempo los carbohidratos en la dieta.
FABP2 Negativo No Los sujetos con este genotipo tienen absorcién normal de la
(+54; grasa en la dieta. Los estudios clinicos han demostrado que
rs1799883) estos sujetos responden a una dieta baja en calorias, baja
1.1 en grasas con pérdida de peso; grasa corporal reducida y
menores niveles de colesterol LDL.
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Genotipo Riesgo de Riesgo de Informacion aplicable***
Enfermedad Biomarcador**
PPARG Obesidad TIMC PPARG desempenfa un papel clave en la formacion de
(+12; Diabetes TGrasa Abd células grasas y el metabolismo de las grasas. Los estudios
rs1801282) JHDL clinicos indican que los sujetos con este genotipo tienen un
1.1 alto riesgo de aumento de peso y son menos sensibles al
efecto de una dieta baja en calorias en la pérdida de peso.
Los que tienen un consumo de grasas totales y grasas
poliinsaturadas alto tienden a tener un IMC
significativamente mayor que el genotipo alternativo.
PPARG Obesidad TIMC Los sujetos con esta variante tienen variaciones en la
(+12; formacion de células grasas y metabolismo de grasas que
rs1801282) aumentan su sensibilidad a los efectos de cambios en la
12022 dieta. Estos sujetos tienen mas facilidad para perder peso a
mediante una dieta baja en calorias; sin embargo, tienen
riesgo de recuperarlo. Las mujeres tienen 5 veces mas
probabilidades que el genotipo alternativo de ser obesas si
su consumo de carbohidratos habitual excede el 49 %. Por lo
tanto, la modulacién del consumo de carbohidratos sera
beneficiosa para estos sujetos para evitar su riesgo de
obesidad. Tienen un mayor IMC como resultado de un
consumo de grasas saturadas y monoinsaturadas alto. Por lo
tanto, la calidad de la grasa en su dieta es también
importante.
ADRB2 Obesidad TIMC Los sujetos con esta variante génica son menos capaces de
(+27; Diabetes TGrasa Abd movilizar sus almacenes de grasa para conseguir energia.
rs1042714) MG Las mujeres con esta variante tienen 2%z veces el riesgo de
12022 Tnsulina obesidad y niveles de insulina elevados si su consumo de
TAS carbohidratos habitual excede el 49 % de calorias totales en
comparacioén con sujetos con el genotipo alternativo. Se ha
mostrado que la modulacién del consumo de carbohidratos
reduce los niveles de insulina y sera beneficioso para estos
sujetos para evitar su riesgo de obesidad y triglicéridos
elevados. Tanto hombres como mujeres con este genotipo
son mas resistentes al efecto de pérdida de peso de una
dieta baja en calorias y ejercicio aerdbico.
ADRB2 Negativo No Los sujetos con este genotipo tienen una degradacién
(+27; normal de grasa para obtener energia. Un consumo alto de
rs1042714) carbohidratos en la dieta no muestra un efecto especifico en
1.1 el peso corporal. Los hombres que realizan actividad fisica
regular tienen un riesgo de obesidad significativamente
reducido. En general, los sujetos con este genotipo
probablemente respondan con cambio de peso y mejora en
resultados de salud a los cambios en la dieta y el ejercicio
aerobico.
ADRB2 Obesidad TIMC Los sujetos con esta variante génica son menos capaces de
(+16; TGrasa movilizar sus almacenes de grasa para obtener energia en
rs1042713) corporal respuesta a una tension fisioldgica, tal como el ejercicio.
11012 -Hombres Como resultado movilizan menos grasa celular y pierden
1Grasa menos peso y grasa corporal de lo que se esperaria en
corporal- respuesta a ejercicio aerébico. Adicionalmente, tienen mayor
Muijeres riesgo de aumento de peso por rebote.
ADRB2 Negativo No Los sujetos con este genotipo movilizan grasa de sus células
(+16; grasas para obtener energia eficazmente como resultado de
rs1042713) una dieta baja en calorias y ejercicio aerdbico para pérdida
2.2 de peso. Tienen mas probabilidad de perder el peso corporal
y la grasa y mantenerlo.
ADRB3 Obesidad TIMC Los sujetos con este genotipo no degradan la grasa
(+64; DM TGrasa Abd abdominal para obtener energia en respuesta a una tension
rs4994) 1.2 ITMR fisiolégica, tal como ejercicio. Como resultado, tienen un
022 metabolismo energético mas lento y no son tan sensibles a

los efectos beneficiosos del ejercicio aerdbico (pérdida de
peso, pérdida de grasa abdominal).
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Genotipo Riesgo de Riesgo de Informacion aplicable***
Enfermedad Biomarcador**

ADRB3 Negativo No Los sujetos con este genotipo tienen una tasa metabdlica y

(+64; degradacién de grasa corporal abdominal normales. Los

rs4994) 1.1 estudios han mostrado que estos sujetos experimentan
pérdida de peso realizando ejercicio aerdbico de ligero a
moderado.

** IMC = indice de masa corporal, TG = triglicéridos, grasa abd = grasa abdominal, AS = azlcares en sangre,

TNFa = factor de necrosis tumoral alfa, TMR = tasa metabdlica en reposo, HDL = lipoproteina de alta densidad.

*** Implicaciones de metabolismo, nutricién y ejercicio.

Se desvelan métodos y kits para la medicion de los niveles de lipidos en sangre en un sujeto para seleccionar o
explorar sujetos con respecto a intervencion terapéutica o dietética o cambio de estilo de vida.

Se miden los HDL, LDL y/o triglicéridos del sujeto. Se considera que el sujeto tiene un perfil de lipidos anémalo o
dislipidemia cuando se detecta que tiene un nivel menor de HDL, aproximadamente 40 mg/dl o menor para hombres,
y 50 mg/dl o menor para mujeres, o un nivel mayor de LDL, aproximadamente 100 mg/dl o superior, 0 un mayor de
triglicéridos, aproximadamente 150 mg/dl o superior, o cualquier combinacién de los mismos.

El nivel menor de HDL es 20-60 mg/dl, 50-59 mg/dl, 40-49 mg/dl, 30-39 mg/dl 0 <30 mg/dl; el nivel mayor de LDL es
100->190 mg/dl, 100-129 mg/dl, 130-159 mg/dl, 160-190 mg/dl o >190 mg/dl; y el nivel mayor de triglicéridos es 150-
>500 mg/dl, 150-199 mg/dl, 200-500 mg/dl o >500 mg/dI.

Los sujetos pueden explorarse para ensayos clinicos con respecto a respuesta a estrategia de control de peso, o
intervenciones terapéuticas, lo que comprende identificar a los sujetos por su perfil alélico y/o genotipos compuestos
de la presente invencion y predecir su respuesta a terapia/dieta/estilo de vida recomendados o combinacion de los
mismos, con sus niveles predichos de HDL, LDL o triglicéridos.

Se describen métodos y kits para explorar sujetos con respecto a ensayos clinicos para el control del peso, en los
que un sujeto con poco peso tiene un IMC <18,5; un sujeto con sobrepeso en el intervalo de 25-29,9, un sujeto
obeso tiene un IMC de 30-39,9 e IMC de >40,0 se considera extremadamente obeso. La identificacién del genotipo
metabodlico en estos sujetos podria proporcionar a los profesionales de la salud herramientas para analizar las
dificultades de un sujeto con un IMC de 25 para alcanzar IMC de 22 con una dieta baja en calorias solamente.

La Tabla 3 proporciona la prevalencia étnica para ciertos genotipos metabdlicos.

TABLA 3: Prevalencia de los patrones de genotipo/riesgo () por etnia

Resultado de gen/genotipo Caucasico Negro Hispano Japonés Chino Coreano
(QFS)

FABP2rs1799883 1.202.2 48 % 35 % 59 % 58 % 54 % 55 %
FABP2 rs1799883 1.1 52 % 65 % 41 % 42 % 46 % 45 %
PPARG rs1801282 1.1 81 % 96 % 82 % 92 % 95 % 90 %
PPARGrs1801282 1.2 0 2.2 19 % 4% 18 % 8 % 5% 10 %
ADRB2rs10427141.202.2 ¢ 63 % 35 % 59 % 12-18 % 41-59 % 21 %
ADRB2rs1042714 1.1 37 % 65 % 41 % 82-88 % 41-59 % 79 %
ADRB2rs10427131.101.2¢% 86 % 74-80 % 70-81 % 71-81 % 63-73 % 61 %
ADRB2rs1042713 2.2 14 % 20-26 % 19-30 % 19-29 % 27-37 % 39 %
ADRB3rs49941.202.2#% 16 % 19-27 % 20-35% 33 % 24-32 % 28 %
ADRB3rs4994 1.1 84 % 73-81 % 65-80 % 67 % 68-76 % 72 %
} = indica el genotipo o los genotipos de riesgo

Las combinaciones de estas variaciones génicas afectan a 1) como los sujetos responden a macronutrientes
especificos en su dieta y 2) sus tendencias diferentes en metabolismo de energia que influyen en dltima instancia en
su capacidad para mantener o perder peso mediante el ejercicio. Una determinacion de genotipo metabdlico
ayudara a los sujetos sanos a identificar un riesgo genético para problemas de control de peso adversos que aun no
se han manifestado. El conocimiento temprano de los riesgos relacionados con los genes pueden ayudar a tomar
decisiones de salud personalizadas (nutricién, estilo de vida) para conservar la salud futura, asi como proporcionar
directrices acerca de como priorizar mejor la atencién de un sujeto a las elecciones de nutricion y de estilo de vida
para controlar el peso corporal y la composicion corporal 6ptimos.

La informacion aprendida del genotipo metabdlico de un sujeto puede usarse para predecir el riesgo genético de un
sujeto para problemas de control de peso adversos. El genotipo de sujeto puede usarse para evaluar el riesgo y
permitir la seleccion de un régimen dietético/terapéutico apropiado o recomendacién de estilo de vida. La
identificacion del genotipo de un sujeto puede usarse para combinar el sujeto con una alteracion terapéutica,
nutricional o del estilo de vida o una combinacion de dos o tres cualesquiera para idear una estrategia para
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conseguir y/o mantener la pérdida de peso. En general, el patrén alélico de un sujeto de uno o mas genes
metabdlicos puede usarse para clasificar la sensibilidad predicha del sujeto a macronutrientes y la restriccion
energética en la dieta, con o sin ejercicio, en un programa de control de pérdida de peso. En consecuencia, puede
seleccionarse un programa de control de peso personalizado para el sujeto basandose en la respuesta predicha del
sujeto. Por ejemplo, un programa de control de peso puede clasificar el genotipo metabdlico de un sujeto en una de
una serie de categorias de nutricién y una de una serie de categorias de ejercicio basandose en la predisposicion
del sujeto a la sensibilidad a ciertos macronutrientes y grado de ejercicio. La categoria de nutricién, categoria de
ejercicio o combinacion de las mismas puede seleccionarse para un sujeto basandose en los patrones genéticos del
sujeto.

De acuerdo con algunas realizaciones, se proporciona un método para seleccionar un régimen dietético/terapéutico
o recomendacion de estilo de vida apropiados para un sujeto que comprende: determinar el genotipo de un sujeto
con respecto a los loci polimérficos locus FABP2 (rs1799883; G/A), locus PPARG (rs1801282;C/G), locus y ADRB2
(rs1042714; C/G) y uno o ambos de los locus ADRB3 (rs4994; C/T) y locus ADRB2 (rs1042713; A/G) en los que el
genotipo del sujeto con respecto a dichos loci proporciona informacién acerca de la susceptibilidad aumentada del
sujeto a problemas de control de peso adversos, y permite la seleccion de un régimen terapéutico/dietético o
recomendacion de estilo de vida que sea adecuado para la susceptibilidad del sujeto a problemas de control de peso
adversos.

Se predice que el sujeto con un genotipo combinado de FABP2 (rs1799883) 1.1, PPARG (rs1801282) 1.1, ADRB2
(rs1042714) 1.1, y ADRB2 (rs1042713) 2.2, y ADRBS3 (rs4994) 1.1 es sensible a: una dieta con calorias restringidas,
baja en grasas o baja en carbohidratos; ejercicio regular; o ambos.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de FABP2 (rs1799883) 1.1 0 1.2 y PPARG (rs1801282)
1.1, y adicionalmente uno de ADRB2 (rs1042714) 1.1, 1.2 o0 2.2, en combinacién con ADRB2 (rs1042713) 2.2 y
ADRB3 (rs4994) 1.1 es sensible a: una dieta baja en grasas, con calorias restringidas; ejercicio regular; o ambos.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de PPARG (rs1801282) 1.2 0 2.2 y/o uno de ADRB2
(rs1042714) 1.2 0 2.2, en combinacion con ADRB2 (rs1042713) 2.2 y ADRB3 (rs4994) 1.1 es sensible a: una dieta
baja en carbohidratos, con calorias restringidas; ejercicio regular, o ambos.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de PPARG (rs1801282) 1.2 0 2.2 y uno de FABP2
(rs1799883) 1.1 0 1.2, en combinacion con ADRB2 (rs1042713) 2.2 y ADRB3 (rs4994) 1.1 es sensible a: una dieta
baja en carbohidratos, con calorias restringidas, ejercicio regular; o ambos.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de FABP2 (rs1799883) 1.1 y PPARG (rs1801282) 1.1, en
combinacion con uno de ADRB2 (rs1042713) 1.2 0 1.1 0 uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 0 2.2 es sensible a una dieta
baja en grasas o baja en carbohidratos, con calorias restringidas. Opcionalmente, se predice ademas que el sujeto
es menos sensible a ejercicio regular.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de FABP2 (rs1799883) 1.1 0 1.2 y PPARG (rs1801282)
1.1, en combinacién con uno de ADRB2 (rs1042714) 1.1, 1.2, 0 2.2 y bien uno de ADRB2 (rs1042713) 1.1 0 1.2 0
bien uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 o 2.2 es sensible a: una dieta baja en grasas, con calorias restringidas.
Opcionalmente, se predice ademas que el sujeto es menos sensible a ejercicio regular.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de PPARG (rs1801282) 1.2 0 2.2 y/o uno de ADRB2
(rs1042714) 1.2 0 2.2, en combinacién con uno de ADRB2 (rs1042713) 1.1 0 1.2 0 uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 0 2.2
es sensible a: una dieta baja en carbohidratos, con calorias restringidas. Opcionalmente se predice ademas que el
sujeto es menos sensible a ejercicio regular.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de PPARG (rs1801282) 1.2 0 2.2 y uno de FABP2
(rs1799883) 1.1 0 1.2, en combinacién con uno de ADRB2 (rs1042713) 1.1 0 1.2 o uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 o
2.2, es sensible a: una dieta baja en carbohidratos, con calorias restringidas. Opcionalmente, se predice ademas
que el sujeto es menos sensible a ejercicio regular.

De acuerdo con algunas realizaciones, el régimen terapéutico/dietético comprende administrar un nutracéutico.

Opcionalmente, los métodos anteriores comprenden ademas clasificar al sujeto con respecto al beneficio probable
de un régimen terapéutico/dietético o cambio de estilo de vida.

De acuerdo con algunas realizaciones, la dieta baja en grasa de los métodos descritos anteriormente no proporciona
mas de aproximadamente el 35 por ciento de las calorias totales de grasas.

De acuerdo con algunas realizaciones, la dieta baja en carbohidratos de los métodos descritos anteriormente
proporcionan menos de aproximadamente el 50 por ciento de calorias totales de carbohidratos.
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De acuerdo con algunas realizaciones, la dieta con calorias restringidas de los métodos descritos anteriormente
restringe las calorias totales a menos del 95 % del nivel del control de peso del sujeto.

Se desvela un método para identificar el genotipo metabdlico de un sujeto que comprende: identificar el genotipo del
sujeto con respecto a al menos tres de los locus FABP2 (rs1799883; G/A), locus PPARG (rs1801282; C/G), locus
ADRBS (rs4994; C/T), locus ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o locus ADRB2 (rs1042714; C/G).

De acuerdo con algunas realizaciones, se proporciona un método para identificar el genotipo metabdlico de un
sujeto que comprende: identificar el genotipo del sujeto con respecto al locus FABP2 (rs1799883; G/A), el locus
PPARG (rs1801282; C/G) y el locus ADRB2 (rs1042714; C/G), mas al menos uno del locus ADRB3 (rs4994; C/T), y
el locus ADRB2 (rs1042713; A/G).

De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan métodos para seleccionar un régimen terapéutico/dietético
apropiado o recomendacion de estilo de vida para un sujeto que comprende: a) determinar un genotipo de un sujeto
con respecto a al menos cuatro de los loci polimérficos, seleccionados de: locus FABP2 (rs1799883; G/A); locus
PPARG (rs1801282; C/G); y locus ADRB2 (rs1042714; C/G); y al menos uno de los locus ADRBS3 (rs4994: C/T); y
locus ADRB2 (rs1042713; A/G); y b) clasificar el sujeto en una categoria de nutricién y/o una categoria de ejercicio
para la que se predice que el sujeto obtiene un beneficio probable, en el que la categoria de nutricién se selecciona
de una dieta baja en grasas; una dieta baja en carbohidratos; una dieta alta en proteinas; y una dieta con calorias
restringidas, y en el que la categoria de ejercicio se selecciona de: ejercicio ligero; ejercicio normal; y ejercicio
vigoroso.

Se desvela un método para seleccionar un régimen era terapéutico/dietético o recomendaciéon de estilo de vida
apropiados para un sujeto que comprende: (a) detectar un patrén alélico de al menos dos alelos seleccionados del
grupo que consiste en FABP2 (rs1799883) alelo 1 (Ala o G), FABP2 (rs1799883) alelo 2 (Thr o A), PPARG
(rs1801282) alelo 1 (Pro o C), PPARG (rs1801282) alelo 2 (Ala o G), ADRB3 (rs4994) alelo 1 (Trp o T), ADRB3
(rs4994) alelo 2 (Arg o C), ADRB2 (rs1042713) alelo 1 (Gly o G), ADRB2 (rs1042713) alelo 2 (Arg o A), ADRB2
(rs1042714) alelo 1 (GIn o C) y ADRB2 (rs1042714) alelo 2 (Glu o G), en el que la presencia del patrén alélico es
predictiva de la respuesta del sujeto a la dieta y/o ejercicio y (b) seleccionar un régimen terapéutico/dietético o
recomendacién de estilo de vida que es adecuado para la respuesta predicha del sujeto a la dieta y/o el ejercicio.

De acuerdo con algunas realizaciones, se predice que un sujeto con un genotipo combinado de (rs1799883) 1.1
(Ala/Ala o G/G), PPARG (rs1801282) 1.1 (Pro/Pro o C/C), ADRB2 (rs1042714) 1.1 (GIn/GIn o C/C), y ADRB2
(rs1042713) 2.2 (Arg/Arg o A/A), y ADRBS3 (rs4994) 1.1 (Trp/Trp o T/T) es sensible a: una dieta baja en grasas o baja
en carbohidratos, con calorias restringidas; ejercicio regular; o ambos.

De acuerdo con algunas realizaciones, se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de FABP2
(rs1799883) 1.1 (Ala/Ala 0 G/G) o 1.2 (Ala/Thr o G/A) y PPARG (rs1801282) 1.1 (Pro/Pro o C/C), y adicionalmente
uno de ADRB2 (rs1042714) 1.1 (GIn/GiIn o C/C), 1.2 (GIn/Glu o C/G), o 2.2 (Glu/Glu o G/G) en combinacién con
ADRB2 (rs1042713) 2.2 (Arg/Arg o A/A) y ADRBS3 (rs4994) 1.1 (Trp/Trp o T/T) es sensible a: una dieta baja en
grasas, con calorias restringidas; ejercicio regular; o ambos.

De acuerdo con algunas realizaciones, se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de PPARG
(rs1801282) 1.2 (Pro/Ala (C/G) o 2.2 (Ala/Ala o G/G) y/o uno de ADRB2 (rs1042714) 1.2 (GIn/Glu o C/G) o 2.2
(Glu/Glu o G/G), en combinacién con ADRB2 (rs1042713) 2.2 (Arg/Arg o A/A) y ADRBS3 (rs4994) 1.1 (Trp/Trp o T/T)
es sensible a: una dieta baja en carbohidratos, con calorias restringidas; ejercicio regular; o ambos.

De acuerdo con algunas realizaciones, se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de PPARG
(rs1801282) 1.2 (Pro/Ala o C/G) o 2.2 (Ala/Ala o G/G) y uno de FABP2 (rs1799883) 1.1 (Ala/Ala o0 G/G) o 1.2
(Ala/Thr o G/A), en combinacion con ADRB2 (rs1042713) 2.2 (Arg/Arg o A/A) y ADRBS (rs4994) 1.1 (Trp/Trp o T/T)
es sensible a: una dieta baja en carbohidratos, con calorias restringidas; ejercicio regular; o ambos.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de FABP2 (rs1799883) 1.1 (Ala/Ala o G/G) y PPARG
(rs1801282) 1.1 (Pro/Pro o C/C), en combinacion con uno de ADRB2 (rs1042713) 1.2 (Gly/Arg o G/A) o 2.2 (Arg/Arg
o A/A) o uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 (Arg/Trp o T/C) o 2.2 (Arg/Arg o C/C) es sensible a una dieta baja en grasas o
baja en carbohidratos, con calorias restringidas. Opcionalmente, se predice ademas que el sujeto es menos sensible
a ejercicio regular.

De acuerdo con algunas realizaciones, se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de FABP2
(rs1799883) 1.1 (Ala/Ala o G/G) o 1.2 (Ala/Thr o G/A) y PPARG (rs1801282) 1.1 (Pro/Pro o C/C), en combinacion
con uno de ADRB2 (rs1042714) 1.1 (GIn/GIn o C/C), 1.2 (GIn/Glu o C/G), o 2.2 (Glu/Glu o G/G) y bien uno de
ADRB2 (rs1042713) 1.1 (Gly/Gly o G/G) o 1.2 (Gly/Arg o G/A) o bien uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 (Trp/Arg o T/C) o
2.2 (Arg/Arg o C/C) es sensible a: una dieta baja en grasas, con calorias restringidas. Opcionalmente, se predice
ademas que el sujeto es menos sensible a ejercicio regular.
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Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de PPARG (rs1801282) 1.2 (Pro/Ala o C/G) o0 2.2
(Ala/Ala o G/G) y/o uno de ADRB2 (rs1042714) 1.2 (GIn/Glu o C/G) o 2.2 (Glu/Glu o G/G), en combinacién con uno
de ADRB2 (rs1042713) 1.1 (Gly/Gly o G/G) o 1.2 (Gly/Arg o G/A) o uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 (Trp/Arg o T/C) 0 2.2
(Arg/Arg o C/C) es sensible a: una dieta baja en carbohidratos, con calorias restringidas. Opcionalmente, se predice
ademas que el sujeto es menos sensible a ejercicio regular.

Se predice que un sujeto con un genotipo combinado de uno de PPARG (rs1801282) 1.2 (Pro/Ala o C/G) o0 2.2
(Ala/Ala o G/G) y uno de FABP2 (rs1799883) 1.1 (Ala/Ala o G/G) o 1.2 (Ala/Thr o G/A), en combinacién con uno de
ADRB2 (rs1042713) 1.1 (Gly/Gly o G/G) o 1.2 (Gly/Arg o G/A) o uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 (Trp/Arg o T/C) 0 2.2
(Arg/Arg o C/C) es sensible a: una dieta baja en carbohidratos, con calorias restringidas. Opcionalmente, se predice
ademas que el sujeto es menos sensible a ejercicio regular.

Se describe un método para predecir el riesgo genético de un sujeto a problemas de control del peso adversos que
comprende: detectar un patrén de polimorfismo genético que comprende al menos dos alelos seleccionados del
grupo que consiste en FABP2 (rs1799883) alelo 1 (Ala o G), FABP2 (rs1799883) alelo 2 (Thr o A), PPARG
(rs1801282) alelo 1 (Pro o C), PPARG (rs1801282) alelo 2 (Ala o G), ADRB3 (rs4994) alelo 1 (Trp o T), ADRB3
(rs4994) alelo 2 (Arg o C), ADRB2 (rs1042713) alelo 1 (Gly o G), ADRB2 (rs1042713) alelo 2 (Arg o A), ADRB2
(rs1042714) alelo 1 (GIn o C) y ADRB2 (rs1042714) alelo 2 (Glu o G), en el que la presencia del patréon de
polimorfismo genético es predictiva de la respuesta del sujeto a la dieta y/o el ejercicio.

Opcionalmente, el régimen terapéutico/dietético comprende administrar un nutracéutico.

Opcionalmente, los métodos anteriores comprenden ademas clasificar al sujeto con respecto al beneficio probable
de un régimen terapéutico/dietético o cambio en el estilo de vida.

Opcionalmente, la dieta baja en grasas de los métodos descritos anteriormente no proporciona mas de
aproximadamente el 35 por ciento de calorias totales de grasa.

Opcionalmente, la dieta baja en carbohidratos de los métodos descritos anteriormente proporciona menos de
aproximadamente el 50 por ciento de calorias totales de carbohidratos.

Opcionalmente, la dieta con calorias restringidas de los métodos descritos anteriormente restringe las calorias
totales a menos del 95 % del nivel de control de peso del sujeto.

Se describen kits que comprenden: a) reactivos para determinar el genotipo de un sujeto con respecto a cuatro
cualesquiera de los loci polimorficos, seleccionados de los siguientes: locus FABP2 (rs1799883; G/A); locus PPARG
(rs1801282; C/G); locus ADRB3 (rs4994; C/T); locus ADRB2 (rs1042713; A/G); y locus ADRB2 (rs1042714; C/G); y
b) instrucciones para determinar el genotipo metabdlico del sujeto, y medios para clasificar al sujeto en una
categoria de nutricidon y/o una categoria de ejercicio para las que se predice que el sujeto obtendra un beneficio
probable, en el que la categoria de nutricion se selecciona del grupo que consiste en una dieta baja en grasas; una
dieta baja en carbohidratos; una dieta alta en proteinas; y una dieta con calorias restringidas, y en el que la
categoria de ejercicio se selecciona del grupo que consiste en: ejercicio ligero; ejercicio normal; y ejercicio vigoroso.

Ocasionalmente, el kit clasifica ademas al sujeto con respecto al beneficio probable de un régimen
terapéutico/dietético o cambio de estilo de vida.

Opcionalmente, el kit comprende reactivos para genotipar a un sujeto para un genotipo combinado de FABP2
(rs1799883) 1.1, PPARG (rs1801282) 1.1, ADRB2 (rs1042714) 1.1, y ADRB2 (rs1042713) 2.2, y ADRB3 (rs4994)
1.1 que se predice que es sensible a: una dieta baja en grasas o baja en carbohidratos, con calorias restringidas;
ejercicio regular; o ambos.

Opcionalmente, el kit comprende reactivos para genotipar a un sujeto para un genotipo combinado de uno de FABP2
(rs1799883) 1.1 0 1.2 y PPARG (rs1801282) 1.1, y adicionalmente uno de ADRB2 (rs1042714) 1.1, 1.2, 0 2.2 en
combinacion con ADRB2 (rs1042713) 2.2 y ADRB3 (rs4994) 1.1 que se predice que es sensible a: una dieta baja en
grasas, con calorias restringidas; ejercicio regular; o ambos.

Se describe un kit que comprende reactivos para genotipar a un sujeto con un genotipo combinado de uno de
PPARG (rs1801282) 1.2 0 2.2 y/o uno de ADRB2 (rs1042714) 1.2 0 2.2, en combinacién con ADRB2 (rs1042713)
2.2 y ADRBS3 (rs4994) 1.1 que se predice que es sensible a: una dieta baja en carbohidratos, con calorias
restringidas; ejercicio regular; o ambos.

Opcionalmente, el kit comprende reactivos para genotipar a un sujeto para un genotipo combinado de uno de
PPARG (rs1801282) 1.2 0 2.2 y uno de FABP2 (rs1799883) 1.1 0 1.2, en combinacién con ADRB2 (rs1042713) 2.2y
ADRBS3 (rs4994) 1.1 que se predice que es sensible a: una dieta baja en carbohidratos, con calorias restringidas;
ejercicio regular; o ambos.
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Opcionalmente, el kit comprende reactivos para genotipar a un sujeto para un genotipo combinado de FABP2
(rs1799883) 1.1 y PPARG (rs1801282) 1.1, en combinaciéon con uno de ADRB2 (rs1042713) 1.2 0 1.1 o uno de
ADRB3 (rs4994) 1.2 o0 2.2 que se predice que sensible a una dieta baja en grasas o baja en carbohidratos, con
calorias restringidas.

Opcionalmente, el kit comprende reactivos para genotipar a un sujeto para un genotipo combinado de uno de FABP2
(rs1799883) 1.1 0 1.2 y PPARG (rs1801282) 1.1, en combinacién con uno de ADRB2 (rs1042714) 1.1,1.2022y
bien uno de ADRB2 (rs1042713) 1.1 0 1.2 o bien uno de ADRB3 (rs4994) 1.2 o0 2.2 que se predice que es sensible
a: una dieta baja en grasas, con calorias restringidas.

Opcionalmente, el kit comprende reactivos para genotipar a un sujeto para un genotipo combinado de uno de
PPARG (rs1801282) 1.2 0 2.2 y/o uno de ADRB2 (rs1042714) 1.2 o 2.2, en combinacién con uno de ADRB2
(rs1042713) 1.1 0 1.2 o0 uno de ADRBS3 (rs4994) 1.2 0 2.2 que se predice que es sensible a: una dieta baja en
carbohidratos, con calorias restringidas.

Opcionalmente, el kit comprende reactivos para genotipar a un sujeto para un genotipo combinado de uno de
PPARG (rs1801282) 1.2 o0 2.2 y uno de FABP2 (rs1799883) 1.1 o 1.2, en combinaciéon con uno de ADRB2
(rs1042713) 1.1 0 1.2 o uno de ADRBS3 (rs4994) 1.2 o0 2.2 que se predice que es sensible a: una dieta baja en
carbohidratos, con calorias restringidas.

Opcionalmente, los kits comprenden: reactivos e instrucciones para determinar el genotipo metabdlico de un sujeto,
que comprende: identificar el genotipo del sujeto con respecto a al menos cuatro de los locus FABP2 (rs17998883;
G/A), locus PPARG (rs1801282; C/G), locus ADRB3 (rs4994; C/T), locus ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o locus ADRB2
(rs1042714; C/G).

Opcionalmente, los kits comprenden: reactivos e instrucciones para determinar el genotipo metabdlico de un sujeto,
que comprende: identificar el genotipo del sujeto con respecto a al menos tres de los locus FABP2 (rs1799883; G/A),
locus PPARG (rs1801282; C/G), locus ADRB3 (rs4994; C/T), locus ADRB2 (rs1042713; A/G) y/o locus ADRB2
(rs1042714; C/G).

Categorias de nutricion

Las categorias de nutricién se clasifican generalmente basandose en la cantidad de macronutrientes (es decir,
grasas, carbohidratos, proteinas) recomendada para un sujeto basandose en el genotipo metabdlico de ese sujeto.
El objetivo primario de seleccionar un régimen terapéutico/dietético apropiado o recomendacion de estilo de vida
para un sujeto es combinar el genotipo metabdlico de un sujeto con la categoria nutricional a la que es mas probable
que sea sensible ese sujeto. Una categoria nutricional generalmente se expresa con respecto a las cantidades
relativas de macronutrientes sugeridas para la dieta de un sujeto o con respecto a las restricciones cal6ricas (por
ejemplo, restringiendo el nimero total de calorias que recibe un sujeto y/o restringiendo el nimero de calorias que
recibe un sujeto de un macronutriente particular). Por ejemplo, las categorias nutricionales pueden incluir, pero sin
limitacion, 1) dietas bajas en grasas, bajas en carbohidratos; 2) dietas bajas en grasa, o 3) dietas bajas en
carbohidratos. Como alternativa, las categorias nutricionales pueden clasificarse basandose en la restriccion de
ciertos macronutrientes recomendados para un sujeto basandose en el genotipo metabdlico de ese sujeto. Por
ejemplo, las categorias nutricionales pueden expresarse como 1) dietas equilibradas o con calorias restringidas; 2)
dietas restrictivas para grasas o 3) dietas restrictivas para carbohidratos.

Los sujetos con un genotipo metabdlico que es sensible a la dieta con restriccién de grasas o baja en grasas tienden
a absorber mas grasas de la dieta en el cuerpo y tienen un metabolismo mas lento. Tienen una mayor tendencia a
aumento de peso. Los estudios clinicos han mostrado que estos sujetos tienen mas facilidad para alcanzar un peso
corporal sano reduciendo la grasa total en la dieta. Pueden tener un mayor éxito en la pérdida de peso siguiendo
una dieta reducida en grasas y/o reducida en calorias. Ademas, se benefician del reemplazo de grasas saturadas
con grasas monoinsaturadas dentro de una dieta reducida en calorias. Los estudios clinicos también han mostrado
que estas mismas modificaciones dietéticas mejoran la capacidad del cuerpo para metabolizar azlcares y grasas.

Los sujetos con un genotipo metabdlico que es sensible a la dieta con restriccion de carbohidratos o baja en
carbohidratos tienden a ser mas sensibles al aumento de peso por consumo excesivo de carbohidratos. Tienen un
mayor éxito en la pérdida de peso reduciendo los carbohidratos dentro de una dieta reducida en calorias. Los
sujetos con este patron genético son propensos a obesidad y tienen dificultad con la regulaciéon del azicar en sangre
si su consumo de carbohidratos diario es alto, tal como cuando el consumo de carbohidratos diario excede, por
ejemplo, aproximadamente el 49 % de las calorias totales. Se ha mostrado que la reduccion de carbohidratos
optimiza la regulacion del azicar en sangre y reduce el riesgo de mayor aumento de peso. Si tienen altas grasas
saturadas y bajas grasas monoinsaturadas en su dieta, el riesgo de aumento de peso y azlcar en sangre elevado
aumenta. Mientras se limitan las calorias totales, estos sujetos pueden beneficiarse de la restriccidon de consumo de
carbohidratos total y el cambio de la composicion de grasas de su dieta a grasas monoinsaturadas (por ejemplo, una
dieta baja en grasas saturadas y baja en carbohidratos).
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Los sujetos con un genotipo metabdlico que es sensible a un equilibrio de grasas y carbohidratos no muestran una
necesidad uniforme de una dieta baja en grasas o baja en carbohidratos. En estos sujetos los biomarcadores clave,
tales como peso corporal, grasa corporal y perfil de lipidos en plasma, responden bien a una dieta equilibrada en
grasas y carbohidratos. Para sujetos con este patron genético que estan interesados en la pérdida de peso, se ha
descubierto que una dieta equilibrada restringida en calorias promueve la pérdida de peso y una reduccion de la
grasa corporal.

Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que proporciona entre aproximadamente el 10 % y menos de
aproximadamente el 40 % de calorias totales de la grasa. Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que
proporciona no mas de aproximadamente el 35 por ciento (por ejemplo, no mas de aproximadamente el 19 %, 21 %,
23 %, 22 %, 24 %, 26 %, 28 %, 33 %, etc.) de calorias totales de grasa.

Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que no proporciona mas de aproximadamente el 30 por ciento de
calorias totales de grasa. Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que proporciona no mas de
aproximadamente el 25 por ciento de calorias totales de grasa. Una dieta baja en grasas se refiere una dieta que no
proporciona mas de aproximadamente el 20 por ciento de calorias totales de grasa.

Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que proporciona no mas de aproximadamente el 15 por ciento de
calorias totales de grasa. Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que no proporciona mas de
aproximadamente el 10 por ciento de calorias totales de grasa.

En algunos casos, una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que esta entre aproximadamente 10 gramos y
aproximadamente 60 gramos de grasa al dia.

Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que es de menos de aproximadamente 50 gramos (por ejemplo,
menos de aproximadamente 10, 25, 35, 45, etc.) gramos de grasa al dia.

Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que es de menos de aproximadamente 40 gramos de grasa al dia.

Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que es de menos de aproximadamente 30 gramos de grasa al dia.
Una dieta baja en grasas se refiere a una dieta que es de menos de aproximadamente 20 gramos de grasa al dia.

Las grasas contienen acidos grasos tanto saturados como insaturados (monoinsaturados y poliinsaturados). La
reduccion de las grasas saturadas a menos del 10 por ciento de las calorias es una dieta baja en grasas saturadas.

La reduccion de las grasas saturadas a menos del 15 por ciento de las calorias es una dieta baja en grasas
saturadas. La reduccién de las grasas saturadas a menos del 20 por ciento de las calorias es una dieta baja en
grasas saturadas.

Una dieta baja en carbohidratos (CHO) se refiere a una dieta que proporciona entre aproximadamente el 20 % y
menos de aproximadamente el 50 % de las calorias totales de carbohidratos. De acuerdo con algunas realizaciones,
una dieta baja en carbohidratos (CHO) se refiere a una dieta que no proporciona mas de aproximadamente el 50 por
ciento (por ejemplo, no mas de aproximadamente el 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, etc.) de las calorias
totales de carbohidratos. Una dieta baja en carbohidratos se refiere a una dieta que no proporciona mas de
aproximadamente el 45 por ciento de las calorias totales de carbohidratos. Una dieta baja en carbohidratos se
refiere a una dieta que no proporciona mas de aproximadamente el 40 por ciento de las calorias totales de
carbohidratos. Una dieta baja en carbohidratos se refiere a una dieta que no proporciona mas de aproximadamente
el 35 por ciento de las calorias totales de carbohidratos.

Una dieta baja en carbohidratos se refiere a una dieta que no proporciona mas de aproximadamente el 30 por ciento
de las calorias totales de carbohidratos.

Una dieta baja en carbohidratos se refiere a una dieta que no proporciona mas de aproximadamente el 25 por ciento
de las calorias totales de carbohidratos.

Una dieta baja en carbohidratos se refiere a una dieta que no proporciona mas de aproximadamente el 20 por ciento
de las calorias totales de carbohidratos.

Una dieta baja en carbohidratos (CHO) puede referirse a una dieta que restringe la cantidad de gramos de
carbohidratos en una dieta tal como una dieta de aproximadamente 20 a aproximadamente 250 gramos de
carbohidratos al dia. Opcionalmente, una dieta baja en carbohidratos no comprende mas de aproximadamente 220
(por ejemplo, no mas de aproximadamente 40, 70, 90, 110, 130, 180, 210, etc.) gramos de carbohidratos al dia.
Opcionalmente, una dieta baja en carbohidratos no comprende mas de aproximadamente 200 gramos de
carbohidratos al dia.
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Opcionalmente, una dieta baja en carbohidratos no comprende mas de aproximadamente 180 gramos de
carbohidratos al dia. Opcionalmente, una dieta baja en carbohidratos no comprende mas de aproximadamente 150
gramos de carbohidratos al dia.

Opcionalmente, una dieta baja en carbohidratos no comprende mas de aproximadamente 130 gramos de
carbohidratos al dia. Opcionalmente, una dieta baja en carbohidratos no comprende mas de aproximadamente 100
gramos de carbohidratos al dia.

Opcionalmente, una dieta baja en carbohidratos no comprende mas de aproximadamente 75 gramos de
carbohidratos al dia.

Una dieta con calorias restringidas o dieta equiliborada se refiere una dieta que restringe las calorias totales
consumidas por debajo del nivel de mantenimiento de peso (WML) de un sujeto, independientemente de ninguna
preferencia por un macronutriente. Una dieta equilibrada o dieta con calorias restringidas busca reducir el consumo
calérico general de un sujeto, por ejemplo, reduciendo el consumo calérico total de un sujeto por debajo del WML de
ese sujeto sin centrarse particularmente en la restriccion de las calorias consumidas de ningun macronutriente
particular. Por lo tanto, una dieta equilibrada puede expresarse como un porcentaje del WML de un sujeto. Por
ejemplo, una dieta equilibrada es una dieta que comprende un consumo calérico total de entre aproximadamente el
50 % y aproximadamente el 100 % de WML. Por ejemplo, una dieta equilibrada es una dieta que comprende un
consumo caldrico total de menos del 100 % (por ejemplo, menos de aproximadamente el 99 %, 97 %, 95 %, 90 %,
85 %, 80 %, 75 %, 70 %, 65 %, 60 %, 55 %) del WML. Dentro de este marco, una dieta equilibrada consigue un
equilibrio sano o deseado de macronutrientes en la dieta y puede ser: baja en grasas; baja en grasas saturadas;
baja en carbohidratos; baja en grasas y baja en carbohidratos; o baja en grasas saturadas y baja en carbohidratos.
Por ejemplo, una dieta puede ser una dieta baja en grasas, con calorias restringidas (en la que baja en grasas tiene
el significado proporcionado anteriormente en el presente documento). Una dieta puede ser una dieta baja en
carbohidratos, con calorias restringidas (en la que baja en carbohidratos tiene el significado proporcionado
anteriormente en el presente documento). Una dieta puede ser una dieta equilibrada, con calorias restringidas (por
ejemplo, las partes relativas de macronutrientes pueden variar cuando las calorias totales consumidas estén por
debajo del WML). Por ejemplo, una dieta baja en carbohidratos (Carb: 45 %, Proteina: 20 %, y Grasas: 35 %)
comprende cualquiera de: dieta Atkins, Dieta de Impacto Glucémico, Dieta South Beach, Dieta Sugar Busters y/o
dieta Zone.

Opcionalmente, una dieta baja en grasas (Carb: 65 %, Proteina: 15 %, Grasas: 20 %) comprende cualquiera de:
Dieta Life Choice (Dieta Ornish Diet), Dieta Pritikin y/u otras dietas sanas para el corazén disponibles en el mercado.

Opcionalmente, una dieta equilibrada (Carb: 55 %, Proteina: 20 %, Grasas: 25 %) comprende cualquiera de: Dieta
Life Best, Dieta Mediterranea, Dieta Sonoma, Dieta de Consumo Volumétrico, Dieta de Weight Watchers.

Otras dietas bajas en carbohidratos, bajas en grasas, equilibradas y dietas con calorias restringidas se conocen bien
en la técnica, por lo tanto pueden recomendarse a un sujeto dependiendo del genotipo metabdlico del sujeto y la
respuesta predicha a dietas con calorias restringidas u otros tipos de dieta.

Categorias de ejercicio

Las categorias de ejercicio se clasifican en general basandose en lo sensible que es un sujeto al ejercicio dado su
genotipo metabolico. Por ejemplo, un sujeto puede ser sensible a ejercicio ligero, ejercicio moderado, ejercicio
intenso o ejercicio muy intenso.

Los sujetos con un genotipo metabdlico que es sensible al ejercicio son capaces de degradar eficazmente la grasa
corporal en respuesta a la actividad fisica. Tienden a responder al ejercicio con una pérdida de peso significativa y
tienen mas probabilidad de mantener esa pérdida de peso. Los sujetos quedan en esta categoria si son sensibles a
un ejercicio ligero o0 moderado.

Los sujetos con un genotipo metabdlico que es menos sensible al ejercicio son menos capaces de degradar la grasa
corporal para obtener energia en respuesta al ejercicio que los que tienen el patréon genético alternativo. Tienden a
perder menos peso y grasa corporal de lo esperado con ejercicio moderado. Estos sujetos requieren mas ejercicio
para activar la degradacion de grasa corporal para obtener energia y pérdida de peso. También deben mantener un
programa de ejercicio uniforme para mantener la pérdida de peso.

Una actividad ligera generalmente se refiere a un sujeto que se ejercita (realiza entrenamiento activo o deporte) 1-3
dias por semana. La actividad moderada se refiere en general a un sujeto que se ejercita (realiza entrenamiento
activo o deporte) 3-5 dias por semana. Alta actividad se refiere en general a un sujeto que se ejercita (realiza un
entrenamiento activo o deporte) 6-7 dias por semana. Una actividad muy alta o extrema generalmente se refiere a
un sujeto que se ejercita (realiza un entrenamiento activo o deporte) un promedio de mas de una vez al dia (por
ejemplo dos veces al dia). El ejercicio regular se refiere a actividad que es al menos ejercicio ligero o al menos
ejercicio moderado.
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De forma mas precisa, el nivel de actividad puede expresarse con respecto a un porcentaje sobre la BMR. Por
ejemplo, los multiplicadores de las férmulas Harris-Benedict o Katch-McArdle pueden usarse como base para definir
un nivel de actividad. En consecuencia, el ejercicio ligero se refiere a un nivel de actividad recomendado disefiado
para aumentar el TDEE de un sujeto a aproximadamente 125 % de la BMR (es decir, aproximadamente un aumento
del 25 %) a menos de aproximadamente 140 % (por ejemplo, aproximadamente 128 %, 130 %, 133 %, 135 %, 137,5
%, etc) de BMR. El ejercicio moderado se refiere a un nivel de actividad recomendado disefiado para aumentar el
TDEE de un sujeto a aproximadamente 140 % de la BMR a menos de aproximadamente 160 % (por ejemplo,
aproximadamente 142 %, 145 %, 150 %, 155 %, 158 %, etc.) de BMR. El ejercicio intenso se refiere a un nivel de
actividad recomendado disefiado para aumentar el TDEE de un sujeto a aproximadamente 160 % de la BMR a
menos de aproximadamente 180 % (por ejemplo, aproximadamente 162 %, 165 %, 170 %, 172,5 %, 175 %, 178 %,
etc.) de BMR. El ejercicio muy intenso o extremo se refiere a un nivel de actividad recomendado disefiado para
aumentar el TDEE de un sujeto a aproximadamente 180 % de la BMR a mas de aproximadamente 210 % (por
ejemplo, proximamente 182 %, 185 %, 190 %, 195 %, 200 %, etc.) de BMR.

Como alternativa, de acuerdo con algunas realizaciones, una rutina de “ejercicio normal” comprende: 2,5 horas (150
minutos) de actividad de intensidad moderada por semana (las actividades de intensidad moderada se definen como
3,0 a 5,9 MET), una rutina de “ejercicio ligero” comprende: menos de 2,5 horas de actividad de intensidad moderada
por semana, y una rutina de “ejercicio intenso” comprende: mas de 13 MET por semana de actividades de alta
intensidad (las actividades de alta intensidad se definen como de 6 MET o mas). 1 MET es igual a 1 caloria/kg de
masa corporal/hora. Las kcal totales gastadas por un sujeto = valor de MET de la actividad x peso corporal en kg x
tiempo en horas.

El aumento o la pérdida de peso depende de un equilibrio entre las calorias consumidas y las calorias gastadas.
Cuando la cantidad de calorias consumidas es mayor que el nimero de calorias gastadas, puede producirse
aumento de peso. Por el contrario, si las calorias consumidas son menores que el nUmero de calorias gastadas,
puede producirse pérdida de peso. El WML de un sujeto se refiere al consumo calérico total que un sujeto necesita
consumir para mantener el peso corporal actual. EIl WML de un sujeto puede determinarse o calcularse usando
cualquier método conocido en la técnica. EIl WML se expresa con frecuencia como gasto de energia diario total
(TDEE) o requisitos de energia estimados (EER). Aunque el significado de TDEE y EER como se usa en la técnica
puede tener distinciones técnicas que reflejan la manera en que se calcula el nivel de mantenimiento del peso de un
sujeto, estos términos pueden usarse indistintamente en su sentido general manteniendo al mismo tiempo sus
distinciones técnicas. El WML puede calcularse usando cualquier método usado en la técnica (por ejemplo, TDEE o
EER) para determinar el WML de un sujeto.

En promedio, para mujeres en los Estados Unidos el WML es de entre 2000-2100 calorias al dia. Los hombres
promedian un WML mayor a 2700-2900 calorias al dia. Un método preferido para calcular el TDEE es usar el calculo
de Harris-Benedict o la formula de Katch-McArdle, que se conocen bien por los expertos habituales en la materia.
Brevemente, la formula de Harris-Benedict determina en primer lugar la tasa metabdlica basal (BMR) de un sujeto,
que después es la base ajustada para el nivel de actividad para proporcionar el TDEE de un sujeto. Por ejemplo, la
BMR para mujeres puede calcularse de acuerdo con la siguiente formula: BMRs= 65,51 + (9,563 x kg) + (1,850 x cm)
- (4,676 x edad). La BMR para los hombres puede calcularse de acuerdo con la siguiente formula: BMRm = 66,5 +
(13,75 x kg) + (5,003 x cm) - (6,775 x edad). La BMR se ajusta después multiplicando la BMR por un multiplicador
asignado a un nivel de actividad particular. La tabla a continuacion proporciona ejemplos de dichos multiplicadores.
El resultado es el TDEE de un sujeto.

TABLA 4. Categorias de ejercicio

TDEE
Mujeres Hombres
Poco o ningln ejercicio | BMR x 1,2 BMRm x 1,2
Ejercicio ligero BMR: x 1,375 | BMRm x 1,375
Ejercicio moderado BMR: x 1,55 | BMRm x 1,55
Ejercicio intenso BMRs x 1,725 | BMRm x 1,725
Ejercicio muy intenso BMR: x 1,9 BMRm x 1,9

La formula de Katch y McArdle se basa en la masa corporal magra (LMB) de un sujeto. Por ejemplo, la BMR se
calcula de acuerdo con la siguiente formula: BMR (hombres y mujeres) = 370 + (21,6 x masa magra en kg). Dado
que la formula de Katch-McArdle tiene en cuenta LBM, esta Unica férmula se aplica igualmente tanto a hombres
como a mujeres. El TDEE se determina después usando los multiplicadores de actividad como se usa en el calculo
de Harris-Benedict (en la tabla anterior).

Clasificacion
En general, el genotipo metabdlico de un sujeto quedara dentro de una Unica categoria de nutricién y una Unica

categoria de ejercicio. Por lo tanto, un sujeto se clasificara en una categoria de nutriciéon y categoria de ejercicio
basandose en su genotipo metabdlico. Por ejemplo, un sujeto puede clasificarse en una de las seis siguientes
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categorias: 1) Sensible a la Restriccion de Grasas y Sensible al Ejercicio; 2) Sensible a la Restriccion de Grasas y
Menos Sensible al Ejercicio; 3) Sensible a la Restriccion de Carbohidratos y Sensible al Ejercicio; 4) Sensible a la
Restriccion de Carbohidratos y Menos Sensible al Ejercicio; 5) Equilibrio de Grasas y Carbohidratos y Sensible al
Ejercicio; y 6) Equilibrio de Grasas y Carbohidratos y Menos Sensible al Ejercicio.

1) Sensible a Restriccion de Grasas y Sensible al Ejercicio: Los sujetos con este patrdn genético absorben mas
grasa de la dieta en el cuerpo y tienen un metabolismo mas lento. Tienen una mayor tendencia a aumento de
peso. Los estudios clinicos han mostrado que estos sujetos tienen mas facilidad para alcanzar un peso corporal
sano reduciendo la grasa en la dieta total. Pueden tener mayor éxito en la pérdida de peso siguiendo una dieta
con grasas reducidas, con calorias reducidas. Ademas, se benefician del reemplazo de grasas saturadas con
grasas monoinsaturadas dentro de una dieta con calorias reducidas. Los estudios clinicos también han mostrado
que estas mismas modificaciones dietéticas mejoran la capacidad del cuerpo para metabolizar azlcares y
grasas.

Los sujetos con este patrén genético son capaces de degradar eficazmente la grasa corporal en respuesta a
actividad fisica. Tienden a responder al ejercicio con pérdida de peso significativa y es mas probable que
mantengan esa pérdida de peso. Dichos sujetos pueden beneficiarse de cualquier nivel de actividad aumentada
tal como al menos ejercicio ligero o al menos ejercicio moderado.

2) Sensible a Restriccion de Grasas y Menos Sensible al Ejercicio - Los sujetos con este patron genético
absorben mas grasa de la dieta en el cuerpo y tienen un metabolismo mas lento. Tienen una mayor tendencia al
aumento de peso. Los estudios clinicos han mostrado que estos sujetos tienen mas facilidad para alcanzar un
peso corporal sano reduciendo la grasa de la dieta total. Pueden tener mayor éxito en la pérdida de peso
siguiendo una dieta con grasas reducidas, con calorias reducidas. Ademas, se benefician del reemplazo de
grasas saturadas con grasas monoinsaturadas dentro de una dieta de calorias reducidas. Los estudios clinicos
han mostrado también que estas mismas modificaciones dietéticas mejoran la capacidad del cuerpo para
metabolizar azicares y grasas.

Los sujetos con ese patron genético son menos capaces de degradar la grasa corporal para obtener energia en
respuesta a ejercicio que los que tienen el patron genético alternativo. Tienden a perder menos peso y grasa
corporal de lo que se esperaria con ejercicio moderado. Estos sujetos requieren mas ejercicio para activar la
degradacién de la grasa corporal para obtener energia y pérdida de peso. Deben mantener también un programa
de ejercicio uniforme para mantener la pérdida de peso.

3) Sensible a Restriccion de Carbohidratos y Sensible al Ejercicio - Los sujetos con este patron genético son mas
sensibles al aumento de peso por un consumo de carbohidratos excesivo. Pueden tener mayor éxito en la
pérdida de peso reduciendo los carbohidratos dentro de una dieta con calorias reducidas. Los sujetos con este
patron genético son propensos a la obesidad y tienen dificultad con la regulaciéon del azdcar en sangre si su
consumo de carbohidratos diario excede el 49 % de las calorias totales. Se ha mostrado que la reduccién de
carbohidratos optimiza la regulacién de azlcar en sangre y reduce el riesgo de aumento de peso adicional. Si
tienen alta cantidad de grasas saturadas y baja cantidad de grasas monoinsaturadas en su dieta, el riesgo de
aumento de peso y azlcar elevado en sangre aumenta. Mientras se limitan las calorias totales, estos sujetos
pueden beneficiarse de la restriccién del consumo de carbohidratos total y el desplazamiento de la composicion
de grasas de su dieta a grasas monoinsaturadas.

Los sujetos con este patrén genético son capaces de degradar eficazmente la grasa corporal en respuesta a
actividad fisica. Tienden a responder al ejercicio con una pérdida de peso significativa y es mas probable que
mantengan esa pérdida de peso.

4) Sensible a Restriccién de Carbohidratos y Menos Sensible al Ejercicio - Los sujetos con este patron genético
son mas sensibles al aumento de peso por consumo de carbohidratos excesivo. Pueden tener mayor éxito en la
pérdida de peso reduciendo los carbohidratos dentro de una dieta con calorias reducidas. Los sujetos con este
patron genético son propensos a la obesidad y tienen dificultad con la regulaciéon del azdcar en sangre si su
consumo de carbohidratos diario excede el 49% de calorias totales. Se ha mostrado que la reducciéon de
carbohidratos optimiza la regulacion del azicar en sangre y reduce el riesgo de aumento de peso adicional. Si
tienen alta cantidad de grasas saturadas y baja cantidad de grasas monoinsaturadas en su dieta, el riesgo de
aumento de peso y azucar elevado en sangre aumenta. Mientras se limitan las calorias totales, estos sujetos
pueden beneficiarse de la restriccion del consumo de carbohidratos total y el desplazamiento de la composicion
de las grasas en su dieta a grasas monoinsaturadas.

Los sujetos con este patron genético son menos capaces de degradar la grasa corporal para obtener energia en
respuesta al ejercicio que los que tienen el patron genético alternativo. Tienden a perder menos peso y grasa
corporal de lo que se esperaba con ejercicio moderado. Estos sujetos requieren mas ejercicio para activar la
degradacién de la grasa corporal para obtener energia y pérdida de peso. También deben mantener un
programa de ejercicio uniforme para mantener la pérdida de peso.

5) Equilibrio de Grasas y Carbohidratos y Sensibles al Ejercicio - Los sujetos con este patron genético no
muestran una necesidad uniforme de una dieta baja en grasas o baja en carbohidratos. En estos sujetos,
biomarcadores clave, tales como el peso corporal, la grasa corporal y el perfil de lipidos en plasma, responden
bien a una dieta equilibrada de grasas y carbohidratos. Para sujetos con este patrdn genético que estan
interesados en la pérdida de peso, se ha descubierto que una dieta equilibrada restringida en calorias promueve
la pérdida de peso y una reduccion de la grasa corporal.

Los sujetos con este patrdn genético son capaces de degradar eficazmente la grasa corporal en respuesta a la
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actividad fisica. Tienden a responder al ejercicio con pérdida de peso significativa y es mas probable que
mantengan esa pérdida de peso.

6) Equilibrio de Grasas y Carbohidratos y Menos Sensibles al Ejercicio - Los sujetos con este patron genético no
muestran una necesidad uniforme de una dieta baja en grasas o baja en carbohidratos. En estos sujetos,
biomarcadores clave, tales como el peso corporal, la grasa corporal y el perfil de lipidos en plasma, responden
bien a una dieta equilibrada en grasas y carbohidratos. Para sujetos con este patrdn genético que estan
interesados en perder peso, se ha descubierto que una dieta equilibrada restringida en calorias promueve la
pérdida de peso y una reduccién de la grasa corporal.

Los sujetos con este patrdn genético son menos capaces de degradar la grasa corporal para obtener energia en
respuesta al ejercicio que los que tienen el patron genético alternativo. Tienden a perder menos peso y grasa
corporal de lo que se esperaria con el ejercicio moderado. Estos sujetos requieren mas ejercicio para activar la
degradacién de la grasa corporal para obtener energia y pérdida de peso. También deben mantener un
programa de ejercicio uniforme para mantener la pérdida de peso.

Ademas de las recomendaciones nutricionales y de ejercicio, el régimen terapéutico/dietético personalizado también
puede incluir recomendacion de complementos dietéticos, complementos alimentarios o nutracéuticos. Un
“nutracéutico” es cualquier alimento funcional que proporciona un beneficio adicional distinto de su beneficio
nutricional. Esta categoria puede incluir bebidas nutricionales, bebidas dietéticas (por ejemplo, Slimfast™ vy
similares) asi como bebidas herbales deportivas y otras fortificadas.

Kits

Se describen kits para detectar el genotipo metabdlico de un sujeto, que comprenden reactivos (oligonucleétidos,
sales, enzimas, tampones, etc.) e instrucciones para usar el kit.

Opcionalmente, los kits comprenden un medio de recogida de muestras, incluyendo, pero sin limitaciéon un hisopo
para recoger saliva, medios de almacenamiento para almacenar la muestra recogida, y para su envio. El kit
comprende ademas un CD o CD-ROM con instrucciones sobre como recoger la muestra, enviar la muestra y medios
para interpretar la informacién genotipica recuperada del ADN de la muestra, y traducir la informacion a
recomendaciones terapéuticas/dietéticas o de estilo de vida. Los patrones genotipicos pueden almacenarse,
transmitirse y presentarse mediante redes informaticas e Internet. Las recomendaciones terapéuticas/dietéticas y de
estilo de vida incluyen, pero sin limitacién, las descritas en el presente documento.

Deteccion de alelos

Los patrones alélicos, patrones de polimorfismo, o patrones de haplotipo pueden identificarse detectando cualquiera
de los alelos componentes usando cualquiera de una diversidad de técnicas disponibles, incluyendo: 1) realizar una
reaccion de hibridacion entre una muestra de acido nucleico y una sonda que es capaz de hibridar con el alelo; 2)
secuenciar al menos una parte del alelo; o 3) determinar la movilidad electroforética del alelo o fragmentos del
mismo (por ejemplo, fragmentos generados por digestion con endonucleasa). El alelo puede someterse
opcionalmente a una etapa de amplificacion antes de la realizacién de la etapa de deteccion. Los métodos de
amplificacion preferidos se seleccionan del grupo que consiste en: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la
reaccion en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA), clonacién y variaciones
de los anteriores (por ejemplo amplificacién por RT-PCR y especifica de alelo). Pueden seleccionarse
oligonucledtidos necesarios para la amplificacién, por ejemplo, de entre los loci de genes metabdlicos, que bien
flanquean al marcador de interés (segun se requiera para amplificacion por PCR) o bien se solapan directamente
con el marcador (como en la hibridacién de oligonucleétido especifico de alelo (ASO)). En una realizacién
particularmente preferida, la muestra se hibrida con un conjunto de cebadores, que hibridan 5’ y 3’ en una secuencia
con sentido o antisentido con el alelo asociado a enfermedad vascular, y se somete a una amplificacion por PCR.

También puede detectarse un alelo indirectamente, por ejemplo analizando el producto proteico codificado por el
ADN. Por ejemplo, cuando el marcador en cuestién da como resultado la traduccion de una proteina mutante, la
proteina puede detectarse por cualquiera de una diversidad de métodos de deteccién de proteinas. Dichos métodos
incluyen ensayos de inmunodeteccién y bioquimicos, tales como fraccionamiento por tamano, en los que la proteina
tiene un cambio en su peso molecular aparente bien mediante truncamiento, elongacion, plegamiento alterado o
modificaciones postraduccionales alteradas.

Una directriz general para disefar cebadores para amplificacion de secuencias genémicas cromosémicas humanas
Unicas es que posean una temperatura de fusién de al menos aproximadamente 50 °C, en la que una temperatura
de fusion aproximada puede estimarse usando la férmula Trusisn = [2X(N® de A o T)+4X(N® de G o C)].

Estan disponibles muchos métodos para detectar alelos especificos en loci polimérficos humanos. El método
preferido para detectar un alelo polimorfico especifico dependerd, en parte, de la naturaleza molecular del
polimorfismo. Por ejemplo, las diversas formas alélicas del locus polimérfico pueden diferir en un Unico par de bases
del ADN. Dichos polimorfismos de un unico nucleétido (o SNP) son contribuyentes importantes a la variacion
genética, comprendiendo aproximadamente el 80 % de todos los polimorfismos conocidos, y se estima que su
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densidad en el genoma humano es de un promedio de 1 por cada 1.000 pares de bases. Los SNP son mas
frecuentemente de aparicion bialélica solamente en dos formas diferentes (aunque hasta cuatro formas diferentes de
un SNP, correspondientes a las cuatro bases nucleotidicas diferentes que aparecen en ADN, son tedricamente
posibles). No obstante, los SNP son mutacionalmente mas estables que otros polimorfismos, haciéndolos
adecuados para estudios de asociacion en los que se usa el desequilibrio de enlace entre marcadores y una variante
desconocida para mapear las mutaciones causantes de enfermedad. Ademas, debido a que los SNP tipicamente
tienen solamente dos alelos, estos pueden genotiparse por un ensayo sencillo mas/menos en lugar de una medicion
de longitud, haciéndolos mas susceptibles a automatizacion.

Estan disponibles una diversidad de métodos para detectar la presencia de un alelo polimérfico de un Unico
nucleétido particular en un sujeto. Los avances en este campo han proporcionado una genotipacion de SNP a gran
escala precisa, facil y econémica. Mas recientemente, por ejemplo, se han descrito varias técnicas nuevas
incluyendo la hibridacion especifica de alelo dinamica (DASH), electroforesis en gel diagonal de matriz de
microplacas (MADGE), pirosecuenciacion, ligamiento especifico de oligonucleétidos, el sistema TagMan, asi como
diversas tecnologias de “microplacas” de ADN tales como las microplacas de SNP Affymetrix. Estos métodos
requieren la amplificacion de la regién genética diana, tipicamente por PCR. Otros métodos recién desarrollados
adicionales, basados en la generaciébn de moléculas sefial pequefas por escisién invasiva seguido de
espectrometria de masas o sondas de candado inmovilizadas y amplificacién de circulo rodante, podrian eliminar
con el tiempo la necesidad de la PCR. Varios de los métodos conocidos en la técnica para detectar polimorfismos de
un anico nucleétido especifico se resumen posteriormente. Se entiende que el método de la presente invencion
incluye todos los métodos disponibles.

Se han desarrollado varios métodos para facilitar el analisis de polimorfismos de un Unico nucleétido. El polimorfismo
de una Unica base puede detectarse usando un nucleétido resistente a exonucleasa especializada, como se
desvela, por ejemplo, en Mundy, C. R. (Patente de Estados Unidos N° 4.656.127). De acuerdo con el método, se
permite que un cebador complementario de la secuencia alélica inmediatamente 3’ del sitio polimérfico hibride con
una molécula diana obtenida a partir de un animal o ser humano particular. Si el sitio polimérfico en la molécula
diana contiene un nucleétido que es complementario del derivado de nucleétido resistente a exonucleasa particular
presente, entonces ese derivado se incorporara en el extremo de cebador hibridado. Dicha incorporacion hace al
cebador resistente a exonucleasa, y de este modo permite su deteccién. Ya que la identidad del derivado resistente
a exonucleasa de la muestra se conoce, un hallazgo de que el cebador se ha vuelto resistente a exonucleasas
revela que el nucleotido presente en el sitio polimérfico de la molécula diana era complementario al del derivado
nucleotidico usado en la reaccién. Este método tiene la ventaja de que no requiere la determinaciéon de grandes
cantidades de datos de secuencias ajenas.

Como alternativa, se usa un método basado en solucién para determinar la identidad del nucleétido de un sitio
polimérfico. Cohen, D. et al. (Patente Francesa 2.650.840; Solicitud de PCT N°® W(091/02087). Como en el método
de Mundy de la Patente de Estados Unidos N° 4.656.127, se emplea un cebador que es complementario de
secuencias alélicas inmediatamente 3’ de un sitio polimérfico. El método determina la identidad del nucleétido de ese
sitio usando derivados didesoxinucleotidicos marcados, que, si, son complementarios del nucleétido del sitio
polimérfico se incorporaran en el extremo del cebador.

Se describe un método alternativo, conocido como Analisis de Bits Genéticos o GBA™ en Goelet, P. et al.
(Publicacion de PCT N2 W092/15712). El método de Goelet, P. et al. usa mezclas de terminadores marcados y un
cebador que es complementario de la secuencia 3’ de un sitio polimoérfico. El terminador marcado que se incorpora
se determina por lo tanto mediante, y es complementario del, nucleétido presente en el sitio polimérfico de la
molécula diana que se evalla. A diferencia del método de Cohen et al. (Patente Francesa 2.650.840; Publicacion de
PCT N2 W091/02087), el método de Goelet, P. et al. es preferentemente un ensayo de fase heterogénea, en el que
el cebador o la molécula diana se inmoviliza en una fase sélida.

Recientemente, se han descrito varios procedimientos de incorporacién de nucleétidos guiados por cebador para
ensayar sitios polimérfico en ADN (Komher, J. S. et al., Nucl. Acids. Res. 17: 7779-7784 (1989); Sokolov, B. P., Nucl.
Acids Res. 18: 3671 (1990); Sanen, A.-C., et al., Gendmicas 8: 684-692 (1990); Kuppuswamy, M. N. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. (U.S.A) 88: 1143-1147 (1991); Prezant, T. R. et al., Hum. Mutat. 1: 159-164 (1992); Ugozzoli, L. et
al., GATA 9: 107-112 (1992); Nyren, P. et al., Anal. Biochem. 208: 171-175 (1993)). Estos métodos difieren de
GBA™ en que todos se basan en la incorporacion de desoxinucle6tidos marcados para diferenciar entre bases en
un sitio polimérfico. En dicho formato, ya que la sefal es proporcional al nimero de desoxinucleétidos incorporados,
los polimorfismos que aparecen en ciclos del mismo nucleétido pueden dar como resultado sefiales que son
proporcionales a la longitud del ciclo (Sanen, A.-C., et al., Amer. J. Hum. Genet. 52: 46-59 (1993)).

Para mutaciones que producen terminacién prematura de la traduccioén de proteinas, el ensayo de truncamiento de
proteinas (PTT) ofrece un enfoque de diagnéstico eficaz (Roest, et. al., (1993) Hum. Mol. Genet. 2: 1719-2 1; van
der Luijt, et. al., (1994) Gendmicas 20: 1-4). Para PTT, se aisla inicialmente ARN de tejido disponible y se transcribe
de forma inversa, y el segmento de interés se amplifica por PCR. Los productos de PCR de transcripcion inversa se
usan después como un molde para amplificacion por PCR anidada con un cebador que contiene un promotor de
ARN polimerasa y una secuencia para iniciar la traduccion eucariota. Después de la amplificacion de la region de
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interés, los motivos Unicos incorporados en el cebador permiten la transcripcion y traduccion in vitro secuencial de
los productos de PCR. Tras electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato sédico de productos de traduccion,
la aparicion de polipéptidos truncados marca la presencia de una mutacion que provoca terminacion prematura de la
traduccion. En una variacion de esta técnica, se usa ADN (a diferencia de ARN) como un molde de PCR cuando la
region de interés diana deriva de un Gnico exon.

Puede utilizarse cualquier tipo celular o tejido para obtener muestras de acido nucleico para su uso en los
diagnosticos descritos en el presente documento. Preferentemente, la muestra de ADN se obtiene de un fluido
corporal, por ejemplo, sangre, obtenido por técnicas conocidas (por ejemplo punciéon venosa) o saliva. Como
alternativa, pueden realizarse ensayos de acidos nucleicos en muestras secas (por ejemplo piel o pelo). Cuando se
usa ARN o proteina, las células o tejidos que pueden utilizarse deben expresar un gen de interés metabolico.

También pueden realizarse procedimientos de diagnéstico in situ directamente sobre secciones tisulares (fijas y/o
congeladas) de tejido del paciente obtenido de biopsias o0 resecciones, de modo que no sea necesaria ninguna
purificacién de acido nucleico. Pueden usarse reactivos de acido nucleico como sondas y/cebadores para dichos
procedimientos in situ (véase, por ejemplo Nuovo, G. J., 1992, PCR in situ hybridization: protocols and applications,
Raven Press, NY).

Ademas de métodos que se centran principalmente en la deteccion de una secuencia de acido nucleico, los perfiles
también pueden evaluarse en dichos esquemas de deteccion. Pueden generarse perfiles de identificacion genética,
por ejemplo, utilizando un procedimiento de presentacion diferencial, andlisis de Northern y/o RT-PCR.

Un método de deteccion preferido es la hibridacion especifica de alelo usando sondas que solapan con una region
de al menos un alelo de un gen metabdlico o haplotipo y que tienen aproximadamente 5, 10, 20, 25 o 30 nucleétidos
alrededor de la mutacién o regidén polimérfica. En una realizacién preferida de la invencién, varias sondas capaces
de hibridar especificamente con otras variantes alélicas de genes metabdlicos clave se unen con un soporte de fase
sélida, por ejemplo, una “microplaca” (que puede contener hasta aproximadamente 250.000 oligonucleoétidos). Los
oligonucledtidos pueden unirse con un soporte solido por una diversidad de procesos, incluyendo litografia. El
andlisis de detecciébn de mutacion usando estas microplacas que comprenden oligonucleétidos, también
denominada “matrices de sondas de ADN” se describe por ejemplo, en Cronin et al. (1996) Human Mutation 7: 244.
Opcionalmente, una microplaca comprende todas las variantes alélicas de al menos una region polimoérfica de un
gen. El soporte de fase sdlida se pone en contacto después con un acido nucleico de ensayo y se detecta la
hibridacion con las sondas especificas. En consecuencia, puede identificarse la identidad de numerosas variantes
alélicas de uno o mas genes en un experimento de hibridacion sencillo.

Esas técnicas también pueden comprender la etapa de amplificar el acido nucleico antes de su andlisis. Los
expertos en la materia conocen técnicas de amplificacion que incluyen, pero sin limitacién, clonacién, reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), reaccion en cadena de la polimerasa de alelos especificos (ASA), reaccion en
cadena de la ligasa (LCR), reaccién en cadena de la polimerasa anidada, replicacion de secuencia automantenida
(Guatelli, J. C. et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878), sistema de amplificacién transcripcional
(Kwoh, D. Y. et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177), y Q- Beta Replicasa (Lizardi, P. M. et al., 1988,
Bio/Technology 6: 1197).

Los productos de amplificacién pueden ensayarse de diversas maneras, incluyendo analisis de tamafio, digestién de
restriccion seguida de analisis de tamaro, deteccion de cebadores oligonucleotidicos marcados especificos en los
productos de reaccién, hibridacion de oligonucleétidos especificos de alelo (ASO), deteccion de exonucleasa 5’
especifica de alelo, secuenciacion, hibridacién y similares.

Los medios de deteccion basados en PCR pueden incluir amplificacién multiple de una pluralidad de marcadores
simultaneamente. Por ejemplo, se conoce bien en la técnica la seleccién de cebadores de PCR para generar
productos de PCR que no solapan en tamaro y pueden analizarse simultaneamente. Como alternativa, es posible
amplificar diferentes marcadores con cebadores que estdn marcados diferencialmente y por lo tanto cada uno puede
detectarse diferencialmente. Por supuesto, los medios de deteccion basados en hibridacién permiten la deteccion
diferencial de mdltiples productos de PCR en una muestra. Se conocen otras técnicas en este campo que permiten
analisis multiples de una pluralidad de marcadores.

Por ejemplo, el método incluye las etapas de (i) recoger una muestra de células de un paciente, (ii) aislar acido
nucleico (por ejemplo, genémico, ARNm o ambos) de las células de la muestra, (iii) poner en contacto la muestra de
acido nucleico con uno o mas cebadores que hibridan especificamente 5 y 3’ de al menos un alelo de un gen
metabdlico o haplotipo en condiciones tales que se produzca hibridacién y amplificacion del alelo, y (iv) detectar el
producto de amplificacion. Estos esquemas de deteccion son especialmente Utiles para la deteccion de moléculas de
acido nucleico si dichas moléculas estan presentes en numeros muy bajos.

Preferentemente, en el ensayo descrito, el alelo de un gen metabdlico o haplotipo se identifica por alteraciones en

patrones de escisién de enzimas de restriccion. Por ejemplo, se aisla ADN de muestra y de control, se amplifica
(opcionalmente), se digiere con una o0 mas endonucleasas de restriccion, y se determinan los tamarios de longitud
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de fragmento por electroforesis en gel.

Puede usarse cualquiera de una diversidad de reacciones de secuenciacion conocidas en la técnica para secuenciar
directamente el alelo. Las reacciones de secuenciaciéon ejemplares incluyan las basadas en técnicas desarrolladas
por Maxim y Gilbert ((1977) Proc. Natl Acad Sci USA 74: 560) o Sanger (Sanger et al (1977) Proc. Nat. Acad. Sci
USA 74: 5463). También se contempla que puede utilizarse cualquiera de una diversidad de procedimientos de
secuenciacion automaticos cuando se realicen los ensayos objeto (véase, por ejemplo Biotechniques (1995) 19:
448), incluyendo secuenciacion por espectrometria de masas (véase, por ejemplo publicacion de PCT WO
94/16101; Cohen et al. (1996) Adv Chromatogr 36: 127-162; y Giriffin et al. (1993) Appl Biochem Biotechnol 38: 147-
159). Resultara evidente para un experto en la materia que, para ciertas realizaciones, es necesario determinar la
aparicion de solamente una, dos o tres de las bases de acido nucleico en la reaccién de secuenciacion. Por ejemplo,
puede llevarse a cabo seguimiento de A o similares, por ejemplo, cuando solamente se detecta un acido nucleico.

Opcionalmente, puede usarse proteccién de agentes de escision (tales como una nucleasa, hidroxilamina o tetréxido
de osmio y con piperidina) para detectar bases desapareadas en heteroduplex de ARN/ARN o ARN/ADN o
ADN/ADN (Myers, et al. (1985) Science 230: 1242). En general, la técnica de este campo de “escision de
desapareamiento” comienza proporcionando heteroduplex formados por hibridacién de ADN o ARN (marcado) que
contiene el alelo de tipo silvestre con la muestra. Los duplex bicatenarios se tratan con un agente que escinde
regiones monocatenarias del diplex tales como las que existirdn debido a desapareamientos de pares de bases
entre las cadenas de control y de muestra. Por ejemplo, pueden tratarse diplex de ARN/ADN con RNasa y tratarse
hibridos de ADN/ADN con S1 nucleasa para digerir enzimaticamente las regiones desapareadas. En otras
realizaciones, pueden tratarse duplex de ADN/ADN o ARN/ADN con hidroxilamina o tetréxido de osmio y con
piperidina para digerir las regiones desapareadas. Después de digestion de las regiones desapareadas, el material
resultante se separa después por tamafio en geles de poliacrilamida desnaturalizantes para determinar el sitio de
mutacion. Véase, por ejemplo, Cotton et al (1988) Proc. Natl Acad Sci USA 85: 4397; y Saleeba et al (1992) Methods
Enzymol. 217: 286-295. Preferentemente, el ADN o ARN de control pueden marcarse para deteccion.

La reaccién de escision de desapareamiento puede emplear una o mas proteinas que reconocen pares de bases
desapareados en ADN bicatenario (denominadas enzimas de “reparacion de desapareamiento de ADN”). Por
ejemplo, la enzima mutY de E. coli escinde A en desapareamientos G/A y la ADN glicosilasa de timidina de células
HelLa escinden T en desapareamientos G/T (Hsu et al. (1994) Carcinogenesis 15: 1657-1662). Por ejemplo, una
sonda basada en un alelo de un haplotipo de locus de gen metabdlico se hibrida con un ADNc u otro producto de
ADN de una célula o células de ensayo. El duplex se trata con una enzima de reparaciéon de desapareamiento de
ADN vy los productos de escisién, si los hubiera, pueden detectarse a partir de protocolos de electroforesis o
similares. Véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N? 5.459.039.

Como alternativa, se usaran alteraciones en la movilidad electroforética para identificar un alelo del locus de gen
metabdlico. Por ejemplo, puede usarse el polimorfismo de conformacién monocatenaria (SSCP) para detectar
diferencias en la movilidad electroforética entre acidos nucleicos mutantes y de tipo silvestre (Orita et al. (1989) Proc
Natl. Acad. Sci USA 86: 2766, véase también Cotton (1993) Mutat Res 285: 125-144; y Hayashi (1992) Genet Anal
Tech Appl 9: 73-79). Se desnaturalizan fragmentos de ADN monocatenarios de alelos de locus metabdlico de control
y de muestra y se permite que se renaturalicen. La estructura secundaria de acidos nucleicos monocatenarios varia
de acuerdo con la secuencia, la alteracién resultante en la movilidad electroforética permite la deteccién incluso de
un cambio de una Unica base. Los fragmentos de ADN pueden marcarse o detectarse con sondas marcadas. La
sensibilidad del ensayo puede potenciarse usando ARN (en lugar de ADN), en el que la estructura secundaria es
mas sensible a un cambio en la secuencia. Preferentemente, el método objeto utiliza analisis de heterodiplex para
separar moléculas de heterodiplex bicatenarias basandose en cambios en la movilidad electroforética (Keen et al.
(1991) Trends Genet 7: 5).

Como alternativa, el movimiento de los alelos en geles de poliacrilamida que contienen un gradiente de
desnaturalizante se ensaya usando electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) (Myers et al. (1985)
Nature 313: 495). Cuando se usa DGGE como el método de andlisis, el ADN se modificara para asegurar que no se
desnaturalice completamente, por ejemplo afiadiendo una pinza de GC de aproximadamente 40 pb de ADN rico en
GC de alto punto de fusién por PCR. Como alternativa, se usa un gradiente de temperatura en lugar de un gradiente
de agente desnaturalizante para identificar diferencias en la movilidad del ADN de control y de muestra (Rosenbaum
y Reissner (1987) Biophys Chem 265: 12753).

Los ejemplos de otras técnicas para detectar alelos incluyen, pero sin limitacion, hibridaciéon de oligonucleétidos
selectiva, amplificacion selectiva o extension de cebadores selectiva. Por ejemplo, pueden prepararse cebadores
oligonucledtidos en los que la mutacion o diferencia de nucleétido conocida (por ejemplo, en variantes alélicas) se
coloca en el centro y después hibrida con ADN diana en condiciones que permiten la hibridacion solamente si se
encuentra una coincidencia perfecta (Saiki et al. (1986) Nature 324: 163); Saiki et al (1989) Proc. Natl Acad. Sci USA
86: 6230). Dichas técnicas de hibridacion de oligonucleétidos especificas de alelos pueden usarse para ensayar una
mutacién o region polimérfica por cada reaccion cuando los oligonucleétidos se hibridan con ADN diana amplificado
por PCR o varias mutaciones diferentes o regiones polimérficas cuando los nucleétidos se unen con la membrana de
hibridacion y se hibridan con ADN diana marcado.
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Como alternativa, puede usarse tecnologia de amplificacién especifica de alelo que depende de la amplificacion por
PCR selectiva. Los oligonucleétidos usados como cebadores para amplificacion especifica pueden portar la
mutacién o region polimérfica de interés en el centro de la molécula (de modo que la amplificacién depende de la
hibridacion diferencial) (Gibbs et al (1989) Nucleic Acids Res. 17: 2437-2448) o en el extremo 3’ terminal de un
cebador donde, en condiciones apropiadas, el desapareamiento puede evitar o reducir la extensién por polimerasa
(Prossner (1993) Tibtech 1 1: 238). Ademas puede ser deseable introducir un nuevo sitio de restriccion en la regién
de la mutacién para crear deteccion basada en escision (Gasparini et al (1992) Mol. Cell Probes 6: 1). Se anticipa
que en ciertos casos también puede realizarse amplificacién usando Taq ligasa para amplificacion (Barany (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci USA 88: 189). En dichos casos, se produciran ligamientos solamente si hay una coincidencia
perfecta en el extremo 3’ de la secuencia 5’ haciendo posible detectar la presencia de una mutacién conocida en un
sitio especifico buscando la presencia o ausencia de amplificacion.

Puede llevarse a cabo identificacion de la variante alélica usando un ensayo de ligamento de oligonucleétidos (OLA),
como se describe, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N°® 4.998.617 y en Landegren, U. et al. ((1988)
Science 241: 1077-1080). El protocolo de OLA usa dos oligonucleétidos que se disefian para ser capaces de hibridar
con secuencias adyacentes de una Unica cadena de una diana. Uno de los oligonucleotidos esta unido con un
marcador de separacion, por ejemplo, biotinilado, y el otro esta marcado de forma detectable. Si la secuencia
complementaria precisa se encuentra en una molécula diana, los oligonucleétidos hibridaran de modo que sus
extremos entren en contacto, y creen un sustrato de ligamiento. El ligamiento permite después que el oligonucledétido
marcado se recupere usando avidina, u otro ligando de biotina. Nickerson, D. A. et al han descrito un ensayo de
deteccion de acido nucleico que combina atributos de PCR y OLA (Nickerson, D. A. et al. (1990) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87: 8923-27). En este método, se usa PCR para conseguir amplificacion exponencial de ADN diana, que
después se detecta usando OLA.

Se han desarrollado varias técnicas basadas en este método de OLA y pueden usarse para detectar alelos de un
haplotipo de locus de gen metabdlico. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.593.826 desvela un OLA
usando un oligonucleétido que tiene un grupo amino 3’ y un oligonucleétido 5’ fosforilado para formar un conjugado
que tiene un enlace de fosforamidato. En otra variacion de OLA descrita en Tobe et al. ((1996) Nucleic Acids Res 24:
3728), OLA combinado con PCR permite la tipificacion de los alelos en un Unico pocillo de microtitulacién. Marcando
cada uno de los cebadores especificos de alelos con un hapteno Unico, es decir, digoxigenina y fluoresceina, cada
reaccion de OLA puede detectarse usando anticuerpos especificos de hapteno que estan marcados con diferentes
indicadores enzimaticos, fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano rusticano. Este sistema permite la deteccion de
los dos alelos usando un formato de alto rendimiento que conduce a la produccién de dos colores diferentes.

También se desvelan kits para realizar los ensayos anteriormente descritos. Los kits pueden incluir un medio para
determinar el genotipo de un sujeto con respecto a uno o mas genes metabdlicos. El kit también puede contener un
medio de recogida de muestras de acido nucleico. El kit también puede contener una muestra de control bien
positiva o bien negativa o un patrén y/o un dispositivo algoritmico para evaluar los resultados y reactivos adicionales
y componentes incluyendo: reactivos de amplificacién de ADN, ADN polimerasa, reactivos de amplificacion de acido
nucleico, enzimas restrictivas, tampones, un dispositivo de toma de muestras de acido nucleico, dispositivo de
purificacién de ADN, desoxinucleoétidos, oligonucledétidos (por ejemplo sondas y cebadores), etc.

Para uso en un kit, los oligonucleétidos pueden ser cualquiera de una diversidad de composiciones naturales y/o
sintéticas tales como oligonucleoétidos sintéticos, fragmentos de restriccion, ADNc, &cidos nucleicos peptidicos (PNA)
sintéticos y similares. El kit y método de ensayo también pueden emplear oligonucleétidos marcados para permitir
una facilidad de identificacion en los ensayos. Los ejemplos de marcadores que pueden emplearse incluyen
radiomarcadores, enzimas, compuestos fluorescentes, estreptavidina, avidina, biotina, restos magnéticos, restos de
unién a metales, restos de antigeno o anticuerpo, y similares.

Como se ha descrito anteriormente, el control puede ser un control positivo o negativo. Ademas, la mezcla de control
puede contener los productos positivos (0 negativos) de la técnica de deteccion de alelos empleada. Por ejemplo,
cuando la técnica de deteccion de alelos es amplificacion por PCR, seguida de fraccionamiento por tamafo, la
muestra de control puede comprender fragmentos de ADN del tamano apropiado. De forma similar, cuando la
técnica de deteccién de alelo implica deteccion de una proteina mutada, la muestra de control puede comprender
una muestra de proteina mutada. Sin embargo, se prefiere que la muestra de control comprenda el material para
ensayar. Por ejemplo, los controles pueden ser una muestra de ADN gendmico o una parte clonada de un gen
metabolico. Preferentemente, sin embargo, la muestra de control es una muestra altamente purificada de ADN
gendmico en la que la muestra para ensayar es ADN gendmico.

Los oligonucleétidos presentes en dicho kit pueden usarse para amplificaciéon de la regién de interés o para
hibridacion de oligonucleétido especifico de alelo (ASO) directa con los marcadores en cuestion. Por lo tanto, los
oligonucleotidos pueden flanquear el marcador de interés (como se requiere para la amplificacion por PCR) o
solapar directamente con el marcador (como en la hibridacion de ASO).

La informacién obtenida usando los ensayos y kits descritos en el presente documento (sola o junto con informacion
sobre otro defecto genético o factor ambiental, que contribuye a la osteoartritis) es util para determinar si un sujeto
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no sintomatico tiene o es probable que desarrolle la enfermedad o afeccién particular. Ademas, la informacion puede
permitir un enfoque mas adaptado para prevenir la aparicion o progresion de la enfermedad o afeccion. Por ejemplo,
esta informacién puede permitir que un especialista clinico recete de forma mas eficaz una terapia que aborde la
base molecular de la enfermedad o afeccion.

El kit puede, opcionalmente, también incluir medios para tomar muestras de ADN. Los medios para tomar muestras
de ADN se conocen bien por los expertos en la materia y pueden incluir, pero sin limitacién, sustratos, tales como
papeles de filtro, el AmpliCard™ (Universidad de Sheffield, Sheffield, Inglaterra S10 2JF; Tarlow, J W, et al., J. of
Invest. Dermatol. 103: 387-389 (1994)) y similares; reactivos de purificacion de ADN tales como kits Nucleon™,
tampones de lisis, soluciones de proteinasa y similares; reactivos de PCR, tales como tampén de reaccion 10X,
polimerasa termoestable, dNTP, y similares; y medios de deteccion de alelos tales como la enzima de restriccion de
Hinfl, oligonucleétidos especificos de alelos, cebadores oligonucleotidicos degradados para PCR anidada de sangre
seca.

También se desvelan kits para detectar una predisposicion a sensibilidad a ciertas dietas y/o niveles de actividad.
Este kit puede contener uno o mas oligonucleétidos, incluyendo oligonucleétidos 5’ y 3’ que hibridan 5’ y 3’ de al
menos un alelo de un locus de gen metabdlico o haplotipo. Los oligonucleétidos de amplificacién por PCR deberian
hibridar a una distancia de entre 25 y 2500 pares de bases, preferentemente a una distancia de entre
aproximadamente 100 y aproximadamente 500 pares de bases, para producir un producto de PCR del tamafno
conveniente para andlisis posterior.
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El disefio de oligonucleétidos adicionales para su uso en la amplificacion y deteccién de alelos polimoérficos de genes
metabdlicos mediante el método de la invencion se facilita por la disponibilidad tanto de informacién de secuencia
actualizada del cromosoma humano 4g28-g31, que contiene el locus de FABP2 humano, como de informacién sobre
polimorfismo humano actualizada disponible para este locus. Pueden disefarse facilmente cebadores adecuados
para la deteccién de un polimorfismo humano en genes metabdlicos usando esta informacion de secuencia y
técnicas convencionales conocidas en este campo para el disefio y optimizacion de secuencias de cebadores.
Puede conseguirse un disefio 6ptimo de dichas secuencias de cebadores, por ejemplo, mediante el uso de
programas de selecciéon de cebadores disponibles en el mercado tales como Cebador 2.1, Cebador 3 o GeneFisher
(Véase también, Nicklin M. H. J., Weith A. Duff G. W., “A Physical Map of the Region Encompassing the Human
Interleukin-1a, interleukin-1f, and Interleukin-1 Receptor Antagonist Genes” Genomics 19: 382 (1995); Nothwang H.
G., et al. “Molecular Cloning of the Interleukin-1 gene Cluster: Construction of an Integrated YAC/PAC Contig and a
partial transcriptional Map in the Region of Chromosome 2q13” Genomics 41: 370 (1997); Clark, et al. (1986) Nucl.
Acids. Res., 14: 7897-7914 [aparece una errata publicada en Nucleic Acids Res., 15: 868 (1987) y el proyecto de
Base de Datos del Genoma (GDB)).

También se describen kits para realizar los ensayos anteriormente descritos. Los kits pueden incluir un medio para
determinar el genotipo de un sujeto con respecto a uno 0 mas genes metabdlicos. El kit también puede contener un
medio de recogida de muestras de acido nucleico. El kit también puede contener una muestra de control bien
positiva o bien negativa o un patrén y/o un dispositivo algoritmico para evaluar los resultados y reactivos adicionales
y componentes incluyendo: reactivos de amplificacion de ADN, ADN polimerasa, reactivos de amplificacién de &acido
nucleico, enzimas de restriccién, tampones, un dispositivo de toma de muestras de acido nucleico, dispositivo de
purificacién de ADN, desoxinucleétidos, oligonucleétidos (por ejemplo sondas y cebadores, etc.).

Para su uso en un kit, los oligonucleétidos pueden ser cualquiera de una diversidad de composiciones naturales y/o
sintéticas tales como oligonucleétidos sintéticos, fragmentos de restriccién, ADNc, acidos nucleicos peptidicos
sintéticos (PNA), y similares. El kit y método de ensayo también puede emplear oligonucleétidos marcados para
permitir una facilidad de identificacién en los ensayos. Los ejemplos de marcadores que pueden emplearse incluyen
radiomarcadores, enzimas, compuestos fluorescentes, estreptavidina, avidina, biotina, restos magnéticos, restos de
unién a metales, restos de antigeno o anticuerpo, y similares.

Como se ha descrito anteriormente, el control puede ser un control positivo o negativo. Ademas, la muestra de
control puede contener los productos positivos (0 negativos) de la técnica de deteccion de alelos empleada. Por
ejemplo, cuando la técnica de deteccion de alelos es amplificacion por PCR, seguida de fraccionamiento por
tamano, la muestra de control puede comprender fragmentos de ADN del tamafo apropiado. De forma similar,
cuando la técnica de deteccion de alelos implica la detecciéon de una proteina mutada, la muestra de control puede
comprender una muestra de proteina mutada. Sin embargo, se prefiere que la muestra de control comprenda el
material para ensayar. Por ejemplo, los controles pueden ser una muestra de ADN genémico o una parte clonada de
un gen metabdlico. Preferentemente, sin embargo, la muestra de control es una muestra altamente purificada de
ADN genoémico en la que la muestra para ensayar es ADN genémico.

Los oligonucleétidos presentes en dicho kit pueden usarse para amplificaciéon de la regién de interés o para
hibridacion de oligonucleétido especifico de alelo (ASO) directa con los marcadores en cuestiéon. Por lo tanto, los
oligonucleétidos pueden flanquear el marcador de interés (como se requiere para amplificacion por PCR) o solapar
directamente con el marcador (como en la hibridacién de ASO).

La informacion obtenida usando los ensayos y kits descritos en el presente documento (sola o junto con informacion
sobre otro defecto genético o factor ambiental, que contribuye a la osteoartritis) es Util para determinar si un sujeto
no sintomatico tiene o es probable que desarrolle la enfermedad o afeccion particular. Ademas, la informacién puede
permitir un enfoque mas adaptado para prevenir la apariciéon o progresion de la enfermedad o afeccion. Por ejemplo,
esta informacion puede permitir que un especialista clinico prescriba de forma mas eficaz una terapia que aborde la
base molecular de la enfermedad o afeccion.

El kit puede, opcionalmente, incluir medios de toma de muestras de ADN. Los medios de toma de muestras de ADN
se conocen bien por los expertos en la materia y pueden incluir, pero sin limitacién, sustratos, tales como papeles de
filtro, el AmpliCard™ (Universidad de Sheffield, Sheffield, Inglaterra S10 2JF; Tarlow, J W, et al., J. of Invest.
Dermatol. 103: 387-389 (1994)) y similares; reactivos de purificacion de ADN tales como kits Nucleon™, tampones
de lisis, soluciones de proteinasa y similares; reactivos de PCR, tales como tampones de reaccién 10X, polimerasa
termoestable, dNTP, y similares; y medios de deteccion de alelos tales como la enzima de restriccién de Hinfl,
oligonucleétidos especificos de alelos, cebadores oligonucleotidicos para PCR anidada a partir de sangre seca.

Definiciones
A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece

la presente invencién. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen posteriormente métodos y
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materiales adecuados.

En caso de que haya conflicto, la presente memoria descriptiva, incluyendo definiciones, tendra prioridad. Ademas,
los materiales, métodos, y ejemplos son solamente ilustrativos y no se pretende que sean limitantes. Otras
caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
reivindicaciones.

Para los fines de promover un entendimiento de las realizaciones descritas en el presente documento, se hara
referencia a realizaciones preferidas y se usara el lenguaje especifico para describirlas. La terminologia usada en el
presente documento es para el fin de describir solamente realizaciones particulares, y no se pretende que limite el
alcance de la presente invencion. Como se usa a lo largo de la presente divulgacion, las formas singulares “un” y “el”
incluyen referencia plural a no ser que el contexto claramente dicte otra cosa. Por lo tanto, por ejemplo, una
referencia a “una composicion” incluye una pluralidad de dichas composiciones, asi como una Unica composicion, y
una referencia a “un agente terapéutico” es una referencia a uno o mas agentes terapéuticos y/o farmacéuticos y
equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la materia, y asi sucesivamente.

El término “alelo” se refiere a las variantes de secuencia diferentes halladas en diferentes regiones polimérficas. Las
variantes de secuencia pueden ser cambios de una o multiples bases, incluyendo sin limitacion inserciones,
deleciones o sustituciones, o pueden ser un niumero variable de repeticiones de secuencia.

La expresion “patron alélico” se refiere a la identidad de un alelo o alelos en una o mas regiones polimoérficas. Por
ejemplo, un patrén alélico puede consistir en un Unico alelo en un sitio polimérfico, como para el alelo 1 de PPARG
(rs1801282). Como alternativa, un patrén alélico puede consistir en un estado homocigoto o heterocigoto en un
unico sitio polimorfico. Por ejemplo, el alelo 2.2 de PPARG (rs1801282) es un patron alélico en el que hay dos
copias del segundo alelo y corresponde al estado de alelo 2 de PPARG (rs1801282) homocigoto. Como alternativa,
un patrén alélico puede consistir en la identidad de alelos en mas de un sitio polimérfico.

Las expresiones “control” o “muestra de control” se refieren a cualquier muestra apropiada para la técnica de
deteccion empleada. La muestra de control puede contener los productos de la técnica de deteccién de alelos
empleada o el material para ensayar. Ademas, los controles pueden ser controles positivos o negativos. Como
ejemplo, cuando la técnica de deteccion de alelos es amplificacion por PCR, seguida de fraccionamiento por
tamano, la muestra de control puede comprender fragmentos de ADN de un tamano apropiado. De forma similar,
cuando la técnica de deteccion de alelos implica la detecciéon de una proteina mutada, la muestra de control puede
comprender una muestra de una proteina mutante. Sin embargo, se prefiere que la muestra de control comprenda el
material para ensayar. Por ejemplo, los controles pueden ser una muestra de ADN genémico o una parte clonada
que contiene uno 0 mas genes metabdlicos. Sin embargo, cuando la muestra para ensayar es ADN gendmico, la
muestra de control es preferentemente una muestra altamente purificada de ADN gendmico.

Las expresiones “alteracién del gen” y “alteracion dirigida” o cualquier frase similar se refieren a la interrupcion
especifica del sitio de una secuencia de ADN nativa para prevenir la expresién de ese gen en la célula en
comparacién con la copia de tipo silvestre del gen. La interrupcion puede estar provocada por deleciones,
inserciones o modificaciones del gen, o cualquier combinacion de las mismas.

Se entiende que el término “haplotipo” como se usa en el presente documento se refiere a un conjunto de alelos que
se heredan juntos como un grupo (estan en desequilibrio de enlace) a niveles estadisticamente significativos (Pcorr
<0,05). Como se usa en el presente documento, la expresion “haplotipo metabélico” se refiere a un haplotipo de loci
de genes metabolicos.

“Riesgo aumentado” se refiere a una frecuencia estadisticamente mayor de apariciéon de la enfermedad o afeccién
en un sujeto que porta una alelo polimérfico particular en comparacién con la frecuencia de apariciéon de la
enfermedad o afecciéon en un miembro de una poblacién que no porta el alelo polimérfico particular.

El término “aislado” como se usa en el presente documento con respecto a acidos nucleicos, tales como ADN o
ARN, se refiere a moléculas separadas de otros ADN, o ARN, respectivamente, que estan presentes en la fuente
natural de la macromolécula. El término aislado como se usa en el presente documento también se refiere a un
acido nucleico o péptido que esta sustancialmente sin material celular, material viral o0 medio de cultivo cuando se
produce por técnicas de ADN recombinante, o precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza
quimicamente. Ademas, se entiende que un “acido nucleico aislado” incluye fragmentos de acido nucleico que no
son de origen natural como fragmentos y no se encontrarian en el estado natural. El término “aislado” también se
usa en el presente documento para hacer referencia a polipéptidos que se aislan de otras proteinas celulares y se
entiende que abarcan polipéptidos tanto purificados como recombinantes.

“Desequilibrio de enlace” se refiere a la herencia conjunta de dos alelos a frecuencias mayores de lo que se
esperaria de las frecuencias separadas de aparicién de cada alelo en una poblacién de control dada. La frecuencia
esperada de aparicién de dos alelos que se heredan de forma independiente es la frecuencia del primer alelo
multiplicada por la frecuencia del segundo alelo. Los alelos que aparecen conjuntamente a frecuencias esperadas se
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dice que estan en “desequilibrio de enlace”. La causa del desequilibrio de enlace con frecuencia no esta clara.
Puede deberse a la seleccion de ciertas combinaciones de alelos o a reciente mezcla de poblaciones genéticamente
heterogéneas. Ademas, en el caso de marcadores que estan muy estrechamente ligados a un gen de enfermedad,
una asociacion de un alelo (o grupo de alelos ligados) con el gen de enfermedad se espera si la mutaciéon de
enfermedad ha aparecido en el pasado reciente, de modo que no ha transcurrido suficiente tiempo para conseguir
un equilibrio mediante acontecimientos de recombinacién en la region cromosdmica especifica. Cuando se hace
referencia a patrones alélicos que estan comprendidos por mas de un alelo, un primer patron alélico esta en
desequilibrio de enlace con un segundo patrén alélico si todos los alelos que comprenden el primer patrén alélico
estan en desequilibrio de enlace con al menos uno de los alelos del segundo patrén alélico.

El término “marcador” se refiere a una secuencia del genoma que se sabe que varia entre sujetos.

Un “gen mutado” o “mutacion” o “mutacion funcional” se refiere a una forma alélica de un gen, que es capaz de
alterar el fenotipo de un sujeto que tiene el gen mutado en relacién con un sujeto que no tiene el gen mutado. El
fenotipo alterado provocado por una mutacion puede corregirse o compensarse por ciertos agentes. Si un sujeto
debe ser homocigoto para esta mutacion para tener un fenotipo alterado, se dice que la mutacién es recesiva. Si una
copia del gen mutado es suficiente para alterar el fenotipo del sujeto, se dice que la mutacion es dominante. Si un
sujeto tiene una copia del gen mutado y tiene un fenotipo que es intermedio entre el de un homocigoto y el de un
sujeto heterocigoto (para ese gen), se dice que la mutacion es co-dominante.

Como se usa en el presente documento, la expresion “acido nucleico” se refiere a polinucleétidos u oligonucleétidos
tales como acido desoxirribonucleico (ADN) y, cuando sea apropiado, acido ribonucleico (ARN). También deberia
entenderse que la expresion incluye, como equivalentes, analogos de ARN o ADN realizados a partir de analogos de
nucleotidos (por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos) y segun sea aplicable a la realizacion que se describe,
polinucleotidicos mono (con sentido o antisentido) y bicatenarios.

El término “polimorfismo” se refiere a la coexistencia de mas de una forma de un gen o parte (por ejemplo, variante
alélica) del mismo. Una parte de un gen del que hay al menos dos formas diferentes, es decir, dos secuencias de
nucleétidos diferentes, se denomina “region polimoérfica de un gen”. Una secuencia genética especifica en una
region polimérfica de un gen es un alelo. Una regién polimérfica puede ser un nucleétido individual, cuya identidad
difiere en diferentes alelos. Una region polimoérfica también puede ser de varios nucleétidos de longitud.

La expresién “propension a la enfermedad”, también “predisposicion” o “susceptibilidad” a la enfermedad o cualquier
expresion similar, significa que se ha descubierto por la presente que ciertos alelos estan asociados con o son
predictivos de la incidencia en un sujeto del desarrollo de una enfermedad particular (por ejemplo una enfermedad
vascular). Los alelos estan por lo tanto sobrerrepresentados en su frecuencia en sujetos con enfermedad en
comparacién con sujetos sanos. Por lo tanto, estos alelos pueden usarse para predecir la enfermedad incluso en
sujetos pre-sintomaticos o pre-enfermos.

Como se usa en el presente documento, la expresién “hibrida especificamente” o “detecta especificamente” se
refiere a la capacidad de una molécula de acido nucleico para hibridar con al menos aproximadamente 6 nucle6tidos
consecutivos de un &cido nucleico de muestra.

“Secuencia reguladora de la transcripcion” es una expresién genérica usada en toda la memoria descriptiva para
hacer referencia a secuencias de ADN, tales como sefiales de inicio, potenciadores y promotores, que inducen o
controlan la transcripcién de secuencias codificantes de proteinas con las que estan unidas operativamente.

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico, que es capaz de transportar otro acido nucleico con
el que se ha unido. Un tipo de vector preferido es un episoma, es decir, un acido nucleico con capacidad de
replicacién extra cromosémica. Son vectores preferidos los que tienen capacidad de replicaciéon auténoma y/o
expresion de acidos nucleicos con los que estan unidos. Los vectores capaces de dirigir la expresion de genes con
los que estan unidos operativamente se denominan en el presente documento “vectores de expresién”. En general,
los vectores de expresion Utiles en técnicas de ADN recombinante estan con frecuencia en forma de “plasmidos” que
se refieren en general a bucles de ADN bicatenarios circulares que, en su forma de vector no estan unidos al
cromosoma. En la presente memoria descriptiva, “plasmido” y “vector” se usan indistintamente ya que plasmido es la
forma mas habitualmente usada de vector. Sin embargo, se pretende que la invencién incluya dichas otras formas
de vectores de expresion que cumplen funciones equivalentes y que se conozcan en la técnica posteriormente a la
presente.

La expresién “alelo de tipo silvestre” se refiere a un alelo de un gen que, cuando esta presente en dos copias en un
sujeto da como resultado un fenotipo de tipo silvestre. Puede haber varios alelos de tipo silvestre diferentes de un
gen especifico, ya que ciertos cambios de nucleétidos en un gen pueden no afectar al fenotipo de un sujeto que
tiene dos copias del gen con los cambios de nucleétidos.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos, pero no limitantes, de los métodos y composiciones de la presente
invencion.
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Ejemplo 1

Se ha desarrollado un ensayo de control del peso a partir de una revisién exhaustiva de estudios clinicos que
identifican correlaciones entre genes y variaciones en el metabolismo relacionado con el control de peso;
estableciendo criterios de aceptacion para identificar qué variaciones genéticas afectan a rutas metabodlicas de
manera que sean potencialmente modificables por cambios en la dieta y el estilo de vida; que determinan qué
genotipos se ha mostrado que aumentan el riesgo y que sugieren un riesgo que puede ser modificable por
intervencion en la dieta y/o el estilo de vida; y que acumulan pruebas para apoyar la configuracion de ensayo
elegida, interpretaciones de resultados de ensayo, intervenciones dietéticas/de estilo de vida y analisis de
beneficios/riesgos.

Los criterios de seleccion de gen/polimorfismo requerian pruebas de que: el polimorfismo tiene una asociacion
significativa con un fenotipo de control del peso, (por ejemplo, peso, grasa corporal, indice de masa corporal) como
se ve en las pruebas de tres 0 mas estudios independientes, similares, que han mostrado la misma asociacién
genotipica; el gen tiene un papel biolégicamente plausible en el control del peso; el polimorfismo estd asociado con
un impacto funcional bien al nivel genético molecular o bien como se determina por la medicién de biomarcadores
que se sabe que influyen en el peso y/o resultados de la salud; y se ha mostrado que una respuesta a la
intervencion (por ejemplo, dieta o ejercicio) difiere segun el genotipo, como se ve en pruebas de dos o mas estudios
independientes, similares, del genotipo de polimorfismo que conduce a una categoria de recomendacion especifica.

Base cientifica para el panel de ensayo.

La base cientifica para este ensayo se basa en una revision exhaustiva de la bibliografia cientifica disponible hasta
abril de 2007. Las pruebas publicadas se han evaluado frente a un conjunto articulado de forma prospectiva de
criterios de aceptacion. Estas pruebas se han ensamblado en la jerarquia de gen > polimorfismo > genotipo
compuesto para definir y justificar la interpretaciones de los resultados de ensayo para el panel.

El proceso de evaluacién incluyé:

1. Establecer genes candidatos identificando implicacién significativa en rutas metabdlicas relacionadas con
homeostasis del peso.

2. Establecer criterios de aceptacion para decidir qué variaciones genéticas afectan a rutas metabdlicas de
manera que sean potencialmente modificables por cambios en la dieta y patrones de ejercicio. Estos incluyeron
pruebas de que:

a) El polimorfismo tiene una asociacion significativa con un fenotipo relevante (peso, grasa corporal o indice
de masa corporal) como se demuestra por tres 0 mas estudios independientes que han mostrado la misma
asociacion genotipo-fenotipo.

b) El gen tiene un papel biol6gicamente plausible en el control del peso.

¢) El polimorfismo se asocia con un impacto funcional bien al nivel de ADN o como se determina por medicion
de biomarcadores que se sabe que estan asociados con rutas fisiolégicas que afectan a la homeostasis del
peso.

d) La respuesta de sujetos a las intervenciones tales como dieta o ejercicio pueden estratificarse por
genotipo. Dichas pruebas deben presentarse en al menos dos independientes.

3. Realizar una busqueda exhaustiva de la biografia cientifica para evaluar el impacto de variaciones genéticas
en: a) mecanismos metabdlicos; b) control de obesidad/peso y asociaciones de resultado de salud, y c)
respuestas a la intervencion como se miden por el cambio en el peso o adiposidad o cambios de biomarcadores.

4. Determinar qué genotipos se ha mostrado que predisponen a un sujeto a aumento de peso y que el aumento
pueda ser modificable por una estrategia dietética o de ejercicio particular.

5. Recopilar pruebas para apoyar la configuracién de ensayo elegida, interpretaciones de resultados de ensayo,
intervenciones dietéticas/de estilo de vida y analisis de beneficios/riesgos.

Los siguientes genes han cumplido los criterios perfilados anteriormente. Se han seleccionado con respecto a su
impacto en diversas rutas que influyen en el peso corporal y se han asociado con riesgo elevado de obesidad.
También se han seleccionado porque puede usarse para diferenciar la respuesta a intervenciones de control de
peso por genotipo. Son: Proteina de Unién a Acidos Grasos 2 (FABP2), Receptor Gamma Activado por Proliferador
de Peroxisoma (PPARG); Receptor Adrenérgico Beta-2 (ADRB2); y Receptor Adrenérgico Beta-3 (ADRB3).
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Fundamento para genotipos compuestos

Después de la identificacion del gen/los polimorfismo que cumplian o excedian los criterios desarrollados de forma
prospectiva para inclusion en el panel de ensayo, se analizaron combinaciones para determinar si los genotipos
compuestos encontrados para los cinco polimorfismos podrian dividirse en distintas categorias que apoyarian
interpretaciones especificas. Los resultados se dividieron en tres categorias basandose en pruebas de respuesta a
macronutrientes de la dieta (Sensible a Restriccién de Grasas, Sensible a Restriccion de Carbohidratos y Equilibrio
de Grasas y Carbohidratos). También se dividieron en dos categorias separadas basandose en pruebas de
respuesta a ejercicio (Sensible a Ejercicio y Menos Sensible a Ejercicio). La matriz de tres por dos (seis células)
resultante de categorias o patrones de genotipo se muestra en la Tabla 7.

Sensibles a Dieta Restringida en Grasas

Esta categoria esta compuesta de personas con los genotipos compuestos: FABP2 Ala54Thr y PPARG Pro12Ala.
Los que tienen el genotipo PPARG 12Pro/Pro que también son portadores del alelo de FABP2 Thr54 también estan
en esta categoria. Estos sujetos demuestran dificultades en el control del peso sin restringir los consumos de grasa
especificos. La variante de FABP2 Thr54 tiene una afinidad de union dos veces mayor por acidos grasos de cadena
larga (1) y absorcion de grasas potenciada y/o procesamiento de acidos grasos de la dieta por el intestino (2). La
variante Thr54 aumenta la absorcion y/o el procesamiento de acidos grasos de la dieta por el intestino. EIl PPARG
desempefia un papel clave en la formacion de células grasas (almacenamiento de grasas) y en el metabolismo de
lipidos (movilizacién de grasas). El PPARG es un receptor localizado en el nicleo de células grasas. Cuando se
activa por grasa en la dieta, el receptor PPARG se une con secuencias de ADN especificas que después “activan”
ciertos genes que promueven el almacenamiento de grasas de la dieta en células grasas. En seres humanos, la
actividad de PPARG potenciada esta asociada con adiposidad aumentada. La variante Ala12 esta asociada con una
actividad de PPARG reducida (43, 44). Las personas que son 12Pro/Pro probablemente son mas sensibles a la
cantidad de grasa en la dieta que los portadores de 12 Ala. Los portadores de la variante de Ala12 tienen mayor
flexibilidad metabdlica en el almacenamiento y movilizacion de grasas en respuesta a intervencion. Por lo tanto, los
sujetos que son 12Pro/Pro son mas eficaces en la acumulacién de grasas de la dieta. En comparacion con
portadores de Alal12, los que tienen el genotipo 12Pro/Pro tienen unién potenciada de PPARG con ADN, que
conduce a una actividad mas eficaz del receptor y promueve el almacenamiento de grasas.

Sensibles a Restriccion de Carbohidratos

Esta categoria incluye a las personas con una de dos combinaciones genéticas diferentes: PPARG Pro12Ala y
ADRB2 GIn27Glu. Las personas que tienen el genotipo PPARG 12Ala/* (portadores del alelo Ala) y/o que portan el
alelo ADRB2 Glu27 tienen dificultades en el control del peso a no ser que restrinjan el consumo dietético de
carbohidratos. En dos estudios separados, cada uno centrado solamente en uno de los dos genes/SNP, los
investigadores han descubierto una tendencia reducida a aumento de peso/obesidad en sujetos que portan el alelo
variante cuando su consumo de carbohidratos ser restringid6 a menos del 50 % de calorias totales en comparacion
con los que tenian los mismos genéticos cuyo consumo fue mayor del 50 % (30, 38). Esto sugiere que cada una de
estas variaciones muestra diferencias en el riesgo para obesidad por restriccion de carbohidratos. Ademas, uno de
estos estudios demostréd un riesgo reducido de resistencia a insulina en sujetos que portaban el alelo variante
cuando su consumo de carbohidratos fue menor del 50 % de las calorias totales (30). Los resultados de los estudios
de intervenciéon con portadores de Alal12 indican que tienen mayor pérdida de peso (18) y mayores mejoras en
sensibilidad a insulina en respuesta a una dieta baja en calorias (19) y entrenamiento de ejercicio (45-47) que los no
portadores. Estos resultados pueden explicarse por la actividad de PPARG reducida asociada con la variante de
Ala12, que da como resultado estimulacién menos eficaz de genes diana de PPARG, provocando menos adiposidad
(capacidad reducida para almacenar grasa) y a su vez mayor sensibilidad a insulina. Es apropiado recomendar una
dieta restringida en carbohidratos a portadores de los alelos Ala12 o Glu27 porque ser un portador de uno de ellos
aumenta el riesgo de obesidad con una dieta alta en carbohidratos, y estos genotipos se asocian con mejoras en la
sensibilidad de insulina junto con intervenciones en la dieta/ejercicio.

Los resultados de los estudios de intervencién que usan cambios en el peso y sensibilidad a insulina son fuertes
para PPARG 12Ala/* y para ADRB2 27Glu/* (18, 30, 38, 45-47). Sin embargo, ningin estudio ha evaluado los
efectos de ambos polimorfismos en una poblacién. Por lo tanto, es mas apropiado incluir los sujetos con genotipo
PPARG 12Ala/* “y/0” ADRB2 27Glu/* en este patrén que requerir la combinacién de ambos genotipos de SNP.

La Unica contradiccion entre los 5 patrones de genotipos de SNP es cuando los sujetos que portan el alelo ADRB2
Glu27 también tienen la combinacion de PPARG 12Pro/Pro y FABP2 54Thr/*, que los clasificaria para el patrén de
“Sensibles a Restriccion de Grasas”. El ensayo asigna a dichos sujetos al patron de “Sensibles a la Restriccion de
Grasas”, debido a que la preponderancia de pruebas cientificas para la interacciéon de genes-dieta de polimorfismos
de PPARG y FABP2 en fenotipos relacionados con el peso corporal y/o la grasa corporal (1, 2, 9, 10, 16, 18) es
mayor que la hallada para las interacciones de genes-dieta de ADRB2 para respuestas corporales a la modulacion
de carbohidratos (21, 30, 31).
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Multiples estudios han demostrado que los sujetos que portan el alelo FABP2 Thr54 estan en riesgo de sindrome
metabdlico (48-50). Otros han demostrado una mejora de los factores de riesgo relacionados con el metabolismo de
la glucosa (insulina, azlcar en sangre, triglicéridos) mediante la reduccion del consumo de grasas saturadas (10, 11,
12). La investigacion de intervencién que se ha centrado en el tipo de grasa en la dieta también incluyo, en la
mayoria de los casos, una cantidad moderada de carbohidratos en la dieta. Otra investigacién que no implica
directamente al genotipo de FABP2 demuestra una mejora en los niveles de insulina y control de la glucosa en
sangre modulando el consumo de carbohidratos (51-53). En lugar de centrarse en la reduccion de la grasa en su
dieta; los sujetos con el genotipo de PPARG 12/Ala/* y FABP2 54Thr/* combinado se beneficiaria probablemente
mas de reducir su consumo de carbohidratos.

Menos Sensibles a Ejercicio

Las personas que tienen un genotipo especifico en el gen de ADRBS3 o el gen de ADBR2 tienen una predisposicion
genética que tiende a hacerlos menos sensibles al ejercicio como una estrategia para controlar el peso. Ambos de
estos polimorfismos desempefan un papel clave en la movilizacién de la grasa del tejido adiposo (lipélisis) mediando
la respuesta a catecolaminas. La variante de ADRB2 Gly16 (incluso cuando se combina con la variante Glu27
durante estudios in vitro), se asocia con una sensibilidad de receptor adrenérgico menor (21). Estos dos
polimorfismos estan en desequilibrio de enlace estrecho. Por lo tanto, los ensayos para la variante Gly16 también
identifican a la mayoria de los sujetos que portan la variante Glu27, que se ha asociado con la misma predisposicion.
La variante de ADRB3 Arg64 se asocia con funcién del receptor reducida y lipdlisis reducida. Durante el gjercicio, los
portadores de la variante probablemente muestren una lipdlisis reducida y por tanto una capacidad reducida para
quemar grasas, que daria como resultado menor pérdida de peso en respuesta al ejercicio. Multiples estudios de
intervencion han mostrado uniformemente que las personas con la variante Arg64 tienen mas dificultad para perder
peso en respuesta a dieta/ejercicio que los no portadores. Los portadores de la variante Gly16 de ADRB2 tienen
menos probabilidad que los no portadores de perder peso mediante el ejercicio (23) o una combinacién de dieta y
ejercicio (28). Considerando que ambos receptores adrenérgicos influyen en la respuesta a catecolaminas durante el
ejercicio, y que tanto ADRB2 Gly16 como ADRB3 Arg64 tienen funcién de receptor reducida, los sujetos con uno de
estos polimorfismos deberian incluirse en el patrén compuesto menos sensible a ejercicio.

Los resultados se dividieron en tres categorias separadas basandose en pruebas de respuesta a macronutrientes en
la dieta, y en dos categorias separadas basandose en pruebas de respuesta a ejercicio. La matriz de tres por dos
resultante de categorias o patrones de genotipo se muestra a continuacién (Tabla 6).

TABLA 6. Patrones de riesgo de genotipo compuesto

Sensibilidad a Ejercicio Sensible a Restriccion en la Composicion de la Dieta
Compuestos de Genotipo * Dieta equilibrada, Baja en grasas Baja en
sana (dieta para carbohidratos (Baja
patron genético por en CHO)
defecto)
Sensible a Todos los genotipos que no Todos los genotipos FABP2 54Thr/* PPARG 12 Ala/* Y
Ejercicio estan en las categorias “Menos | que no cumplen bajo Y PPARG FABP2 54Thr/* O
sensibles a Ejercicio” a en grasas O bajo en 12Pro/Pro ADRB2 27Glu/* Y/O
continuacion (por defecto) CHO PPARG 12 Ala/*
5%
5% Patrén N° 3
12%
2% Patrén N° 2
Patrén N° 1
Menos ADRB216Gly/* O ADRB3 d 2 \2
Sensible a 64Arg/*
Ejercicio 14% 34 % 40%
88 % Patrén N° 4 Patrén N2 5 Patrén N2 6
Total 100 % 16% 39% 45 %

Nota: Los porcentajes en cada categoria de genotipo compuesto representan frecuencias esperadas de la poblacion
caucasica en el Estudio de Familias de Quebec (QFS).

F Se han designado todos estos polimorfismos en este panel de acuerdo con el cambio de aminodacidos a la proteina
que resulta de un cambio de nucleétidos en el ADN (por ejemplo “54Thr” indica que la variacion de nucleétido en el
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ADN da como resultado una sustitucion de un aminoacido Treonina en la posicion 54 de la secuencia de
aminoacidos de la proteina FABP2). Un asterisco

Patrén de Genotipo Compuesto N® 1 — Sensible a un Equilibrio de Grasas y Carbohidratos, Sensible a Ejercicio: Los
sujetos con un genotipo combinado de FABP2 rs1799883, 1.1 o G/G (54Ala/Ala), PPARG rs1801282, 1.1 o C/C
(12Pro/Pro), y ADRB2 rs1042714, 1.1 o C/C (27GIn/GIn), y ADRB2 rs1042713 2.2 o A/A (16Arg/Arg), y ADRB3
rs4994 1.1 o T/T (64Trp/Trp). Esta categoria incluye genotipos de sujetos que se sabe que responden con
diferencias de peso a dietas bajas en grasas o bajas en carbohidratos, con calorias restringidas. A partir de las
variantes ensayadas en este panel, estos sujetos no muestran ninguna tendencia genética uniforme hacia respuesta
alterada, aislada a grasas o carbohidratos en su dieta. Muestran una respuesta de metabolismo de energia normal al
ejercicio regular para conseguir sus objetivos de control de peso. Este genotipo compuesto esta presente en el 2 %
de la poblacion caucasica.

Patron de Genotipo Compuesto N° 2 — Sensible a un Restriccion de Grasas, Sensible al Ejercicio: Los sujetos con un
genotipo combinado de FABP2 rs1799883, 2.2 o 1.2 (A/A o G/A) (54Thr/*) y PPARG rs1801282, 1.1 o C/C
(12Pro/Pro), y bien ADRB2 rs1042714, 1.2 0 2.2 (C/G o G/G) (27Glu*) o ADRB2 rs1042714, 1.1 (C/C) (27GIn/Gin),
en combinaciéon con ADRB2 rs1042713, 2.2 (A/A) (16Arg/Arg) y ADRB3 rs4994, 1.1 (T/T) (64Trp/Trp). Estos sujetos
absorben mas de la grasa de su dieta y tienden a almacenarlas en células grasas, en lugar de movilizarla durante el
metabolismo. Muestran una respuesta de metabolismo de energia normal al ejercicio regular para conseguir sus
objetivos de control del peso. Este genotipo compuesto se espera en aproximadamente el 5 % de la poblacion
caucasica.

Patrén de Genotipo Compuesto N? 3 — Sensible a un Restriccién de Carbohidratos, Sensible al Ejercicio: Los sujetos
cuyos genotipos incluyen PPARG rs1801282 (12Ala/*) 1.2 0 2.2 (C/G o G/G) y/o ADRB2 rs1042714 (27Glu/*) 1.2 o
2.2 (C/G o G/G), asi como sujetos con un genotipo combinado de PPARG rs1801282 (12Ala/*) 1.2 0 2.2 (C/G o G/G)
y FABP2 rs1799883 (54Thr/*) 2.2 o 1.2 (A/A o G/A). Todos los genotipos de clasificacién anteriores estaran en
combinacion con ADRB2 rs 1042713 (16 Arg/Arg) 2.2 (A/A) y ADRBS3 rs4994 (64 Trp/Trp) 1.1 (T/T) para cumplir los
requisitos de la categoria sensible al ejercicio. Estos sujetos tienden a aumentar o conservar el peso a partir de alto
consumo de carbohidratos en la dieta, y muestran sefiales de metabolismo de la glucosa y la insulina alteradas.
Muestran una respuesta de metabolismo de energia normal al ejercicio regular para conseguir sus objetivos de
control de peso. Este genotipo compuesto se espera en aproximadamente el 5 % de la poblacion caucasica.

Patrones de Genotipo Compuesto N® 4 — Sensible a un Equilibrio de Grasas y Carbohidratos, Menos Sensible al
Ejercicio: Los sujetos con un genotipo combinado de FABP2 rs 1799883 (54Ala/Ala) 1.1 (G/G) y PPARG rs1801282
(12Pro/Pro) 1.1 (C/C) y ADRB2 rs1042713 (16Gly*) 1.2 0 1.1 (G/G o G/A) o ADRB3 rs4994 (64Arg*) 1.202.2 (C/T o
C/C). Esta categoria incluye genotipos de sujeto que se sabe que son sensibles con diferencias de peso de dietas
bajas en grasas o bajas en carbohidratos, con calorias restringidas. A partir de las variantes ensayadas en este
panel, estos sujetos no muestran ninguna tendencia genética uniforme hacia respuesta alterada, aislada a grasas o
carbohidratos en su dieta. Tienden a tener un metabolismo de energia alterado y ser menos sensibles al ejercicio
regular para conseguir sus objetivos de control de peso. Este genotipo compuesto esta presente en el 14 % de la
poblacién caucasica.

Patrén de Genotipo Compuesto N° 5 — Sensible a Restriccién de Grasas, Menos Sensible al Ejercicio: Los sujetos
con un genotipo combinado de FABP2 rs1799883 (54Thr/*) 2.2 0 2.1 (A/A 0 A/G) y PPARG rs1801282 (12Pro/Pro)
1.1 (C/C), y bien ADRB2 rs1042714 (27Glu*) 1.2 0 2.2 (C/G o G/G) o ADRB2 rs1042714 (27GIn/GIn) 1.1 (C/C), en
combinacion con ADRB2 rs 1042713 (16Gly*) 1.2 0 1.1 (G/A o G/G) o ADRB3 rs4994 (64Arg*) 2.1 0 2.2 (C/T o C/C).
Estos sujetos absorben mas de la grasa de su dieta y tienden a almacenarla en células grasas, en lugar de
movilizarla durante el metabolismo. Tienden a tener metabolismo de energia alterado y ser menos sensibles al
ejercicio regular para conseguir sus objetivos de control de peso. Este genotipo compuesto se espera en
aproximadamente el 34 % de la poblacién caucasica.

Patrén de Genotipo de Compuesto N2 6 — Sensible a Restriccién de Carbohidratos, Menos Sensible al Ejercicio: Los
sujetos cuyos genotipos incluyen PPARG rs1801282 (12Ala/*) 1.2 0 2.2 (C/G o G/G) y/o ADRB2 rs1042714 (27Glu/*)
1.2 0 2.2 (C/G o G/G), asi como sujetos con un genotipo combinado de PPARG rs1801282 (12Ala/*) 1.2 0 2.2 (C/G o
G/G) y FABP2 rs1799883 (54Thr/*) 2.2 0 2.1 (A/A o A/G). Todos los genotipos de clasificacién anteriores deberan
estar también en combinacién con ADRB2 rs1042713 (16Gly*) 1.2 0 1.1 (G/A o0 G/G) o ADRB3 rs4994 (64Arg*) 2.1 o
2.2 (C/T o C/C), para cumplir los requisitos de la categoria menos sensible al ejercicio. Estos sujetos tienden a
aumentar o conservar su peso a partir de alto consumo de carbohidratos en la dieta, y muestras sefiales de
metabolismo de glucosa e insulina alterados. Tienden a tender metabolismo de energia alterado y ser menos
sensibles al ejercicio regular para conseguir sus objetivos de control de peso. Este genotipo compuesto se espera en
aproximadamente el 40 % de la poblacion caucasica.
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TABLA 7. Genotipos compuestos de sujetos y patrones de riesgos

Genotipo FABP2 PPARG ADRB3Y ADRB2 ADRB2

Patron de Genotipo

IDN°  AS4T PI2A R64W  RI16G Q27E Compuesto
| : : / 7 : :27.(}1”‘"* Patron N° 5
R 27GIn/GIn Patron N° 5
s C/iC
i af r 2 /%
; leArg/Arg 27Ghu Patron N° 5
CUATA G/*
. 16Arg/Arg 27GIn/GIn Patron N° 5
] CiC
RS M T
] 127G/ Patrén N° 5
B .G’/:-_c
6 i 27(]1[‘]](]1[1 Patron N° 5
2CiIC
; 16Arg/Arg 27Glu Patron N° 2
A/A G/
16Arg/Arg 27GIn/Gln Patron N° 2
CiC
Patron N° 6

33




ES 2539825 T3

Genotipo  FABP2 PPARG ADRB3 ADRB2 ADRB2 Patrén de Genotipo
IDN" psqr PI2A R64W  RI6G Q27E Compuesto
10 5 64z.‘\rg,» *I I6(‘31y.-'* 1 27GIn/Gln Patrén N° 6
o Cis¥ C/C
3 64Arg/* £ 16Arg/Arg Patrén N° 6
Cr* A/A B
12 o6dArg/* T 16Arg/Arg 27GIn/Gln Patrén N° 6
e AIA C/C
3 64Tp/ Trp 16G1y:* § : Patron N° 6
T/T G/*
14 64Trp/Trp 16GIy:* 17 27GIn/Gln Patrén N° 6
T/T Gi* C/C
15 : (')4T|'p’T|'p |6Arg'/\rg Patréon N° 3
T/T A/A
16 64Trp/Trp  16ATE/Arg  27GIn/Gln Patrén N° 3
; T/T A/A CiC
17 54Ala/Ala 12Pro/Pro 64Arg/* - 16Gly/™* Patron N° 6
GG C/C C/¥ Gi* R
18 54Ala/Ala 12Pro/Pro 64Arg/* § o 1eGly/™ L 27GIn/Gln Patrén N° 4
G/G C/iC CrE Gi/* C/C
19 S54AlaiAla l.‘-!E_’ro.-‘Pro 64ATE/ ¥ I 1§Arg" Arg Patrén N° 6
GG C/iC ¥ A/A R
20 54Ala‘Ala 12Pro/Pro 64Arg/* §- 16Arg/Arg 27GIn/Gln Patrén N° 4
G/G C/C Cr* A/A C/C
21 54Ala/Ala 12Pro/Pro 64Tp/Trp  16GIy* % Patrén N° 6
G/G CC /T i
2 54'Alqula 12[_’1'0.«'?1'0 64T/ Trp lﬁfil}'f* i 2_7(ilu:'(ilu Patrén N° 4
G/G C/C T/T Gr¥ C/C
2 S4Ala/Ala 12Pro/Pro 64T/ Trp 16ATg/Arg Patron N° 3
G/G CiC T/T AJA ]
4 54Alw/Ala 12Pro/Pro - 64T/ Trp  16Arg/Arg  27GIn/GIn Patrén N° 1
GG c/C TT A/A CC
25 ) laGly/* § Patron N° 6
(/¥ .
26 16Gly/* 1 27GIn/Gln Patrén N° 6
Gi* C/C
27 16Arg/Arg Patrén N° 6
AIA Gii
g 16ArgiArg  27GlnGln Patrén N° 6
A/A C/C
29 16Cilyr* Patron N° 6
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G/G

30 34Ala/Ala o 27GInAGIn Patron N° 6
GiG - CiC

a1 54Ala/Ala 16 Arg/Arg Patron N° 3
GiG AFA

1 54Ala/Ala 16ArgiArg  27Gln/Gln Patron N° 3
G/G AIA C/iC

ifindica que PPARG Y FABP2 es un genotipo compuesto que conduce a una categoria “Sensible
a Restriccion de Grasas™ para objetivos de control de peso

“:indica un genotipo que conduce a una determinacion “Menos Sensible al Ejercicio”

ndica los genotipos compuestos PPARG, ADRB2, O PPARG + FABP2 que conduciran
a una categoria “Sensible a Restriccion de Carbohidratos™ para objetivos de control de peso

Ejemplo 2. Método de genotipacion clinico

Se extrajo ADN de hisopos bucales (SOP N2 12, version 1.3) o se obtuvo de los Depdsitos Celulares Coriell. EIl ADN
aislado se us6 para amplificar por PCR las regiones de secuencia que rodean a cinco SNP (SOP N¢ 29, version 1.0).
Los cuatro amplicones resultantes de cada muestra se trataron con exonucleasa | (Exo) y fosfatasa alcalina de
camarén (SAP) para retirar los cebadores y nucleétidos en exceso (SOP N 29, version 1.0). Los amplicones
purificados se usaron en la reaccion de extension de una Unica base (SBE) con cebadores especificos para su diana
SNP (SOP N¢ 30, version 1.0). Una vez que se complet6 la SBE, se afiadié de nuevo SAP para retirar nucleétidos no
incorporados (SOP N? 30, versién 1.0). El producto de SBE se analiz6 después en el Beckman Coulter CEQ8800
con un patron de tamano de migracién conocido (SOP N¢ 15, version 1.4 y SOP N® 16, versién 1.3). Todos los
genotipos, con la excepcién de PPARG (rs1801282), se ensayaron en la cadena de ADN directa. PPARG
(rs1801282) se ensay0 en la cadena de ADN inversa y se presentara como la base de complemento en las trazas de
CEQ8800. Los genotipos resultantes se registraron y después se compararon con los genotipos generados por
secuenciacion de ADN en Agencourt Bioscience Corporation o con genotipos conocidos registrados en NCBI.
Formato individual: los productos de PCR objeto se amplificaron por separado y se genotiparon individualmente por
el cebador de SBE correspondiente. Formato agrupado: se amplificaron productos de PCR objeto por separado y
después se agruparon entre si. EI ADN agrupado se genotip6 con respecto a los cinco SNP en una uUnica reaccion
usando una mezcla de cebadores de SBE. Formato mudltiple: los cuatro productos de PCR se generaron en una
Unica reaccion. Los productos de PCR multiples se genotiparon con respecto a los cinco SNP en una Unica reaccion
usando una mezcla de cebadores de SBE.

Normalizacion

Se procesé un patron de tamafo disponible en el mercado (Beckman Coulter parte N 608395) con las muestras
como una referencia interna para genotipacion.

Precision y especificidad

Para asegurar que se estaban dirigiendo y genotipando con precisién los genes correctos, los productos de PCR se
enviaron a un laboratorio independiente (Agencourt Bioscience Corporation) para secuenciacion y genotipacién. En
Agencourt, la secuencia se compar6é con la secuenciacién genémica que flanqueaba el SNP, después se indicaron
los genotipos de cada muestra a Interleukin Genetics. Los resultados de Agencourt e Interleukin se compararon
después con respecto a concordancia.

Nombres y abreviaturas de SNP
Los siguientes nombres y abreviaturas de SNP se usan en esta validacion de ensayo: ADRB2 (R16G), rs1042713 =

A1; ADRB2 (Q27E), rs1042714 = A2; ADRB3 (R64W), rs4994 = A3; FABP2 (A54T), rs1799883 = FA; PPARG
(P12A), rs1801282=PP.
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Resultados
Resultados de PCR

Se amplific6 por PCR ADN aislado usando los conjuntos de cebadores enumerados en el apéndice B. ADRB2
(rs1042713) y ADRB2 (rs1042714) estan a 33 nuclettidos de distancia y se amplificaron en un Unico producto de
PCR. Los productos de PCR se procesaron en geles de agarosa para verificar los tamanos de producto esperados
de: A1/A2 = 422 pb, A3 = 569 pb, FA = 311 pb, PP = 367 pb.

Resultados de genotipacién
Migracion Pico

Cada cebador de extension de una Unica base especifico de SNP se disefid a una Unica longitud para crear un pico
0 picos en una localizacion especifica en relacion con los patrones de tamafio conocidos cuando se procesaron en el
instrumento de electroforesis capilar CEQ8800. Las localizaciones pico pueden no coincidir exactamente con los
tamanos de los cebadores debido a los efectos de la movilidad de colorante, secuencia de cebadores y el software
de analisis, pero si migran uniformemente. Los cebadores de extensién de una Unica base se enumeran en el
Apéndice C junto con sus migraciones pico esperadas.

Determinacién de bases

La reaccion de extension de una Unica base afiade una base marcada con fluorescencia al extremo 3’ del cebador
especifico de SNP. Este producto se lee por dos laseres dentro del CEQ8800. Los resultados se analizan por el
software de CEQ8800 y aparecen como picos de color, representando cada color una base diferente. La presencia
de un pico de un unico color en el locus especifico indica un homocigoto mientras que dos picos de diferentes
colores indican un heterocigoto. Dentro de las treinta y nueve muestras que se genotiparon en la validacién hay
representantes de casi todos los genotipos homocigotos y todos los heterocigotos para los cinco SNP. La Unica
excepcion es un genotipo C homocigoto para el SNP de PPARG. Esto no era inesperado ya que la frecuencia del
alelo C en la poblacién general es solamente de 0,1 (como se indica por la base de datos dbSNP para
rsN21801282). Sin embargo, el genotipo C homocigoto se ha encontrado en otras muestras fuera del alcance de
esta validacion.

El software CDQ8800 presenta la capacidad para el usuario para especificar marcadores de locus de SNP. El
usuario indica el tamafo de migracién (en nucleétidos) basandose en la migraciéon esperada del cebador especifico
de SNP. Esto permite al ordenador identificar un SNP basandose en su migracion en relacion con los marcadores
normalizados procesados junto con la muestra. El ordenador también identificara la base o las bases dentro del SNP
basandose en el indicador o los indicadores de colorante que detecta. Para esta validacion, se permitié que el
ordenador realizara la determinacion inicial de cada SNP. Los datos se volvieron a analizar después
independientemente por dos técnicos para confirmacion. En todos los casos las determinaciones por ordenador y las
dos determinaciones independientes (manuales) estaban de acuerdo.

Muestras de Coriell

Después de realizarse la genotipacion en el formato individual en las quince muestras de ADN Coriell, los resultados
se compararon con los genotipos conocidos y eran concordantes al 100 % (véase Tabla 8).
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TABLA 8: Resultados de genotipacion para muestras de Coriell:

Direccion
de Cebador de SBE

Gen

s N
|Abreviatura
Muestra ID
INAL2547
INALOSS1
INAO7349
INAO7348A
INALOSST
INALORSEA
INALOSS3
INALOSOO
INAL7101

binpio
MAITION
AMATTI0
tsA17118
NAT7153
M 17135

Tabla 8: Una comparaciéon de genotipos conocidos (Coriell) frente a genotipos obtenidos en Interleurkin
Genetics (ILI) usando el formato individual con ADN de los Depésitos Celulares de Coriell. El cebador de
extension de una Unica base de PPARG hibrida en la cadena de ADN inversa. Por lo tanto, las bases de ILI
PPARG (rs1801282) se enumeran como complemento del genotipo de cadena directa. Nd = genotipo no
disponible a través de los Depésitos Celulares de Coriell.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para seleccionar una recomendacion de régimen dietético/terapéutico apropiada para un sujeto que
comprende determinar el genotipo del sujeto con respecto a los loci polimérficos FABP2 (rs1799883; G/A); PPARG
(rs1801282; C/G); y ADRB2 (rs1042714; C/G) y al menos uno de locus ADRB3 (rs4994; C/T) y el locus ADRB2
(rs1042713; A/G), en el que el genotipo del sujeto con respecto a dichos loci proporciona informacién acerca de la
susceptibilidad aumentada del sujeto a problemas de control de peso adversos, y permite la seleccién de un régimen
terapéutico/dietético o recomendacién de estilo de vida que es adecuado para la susceptibilidad del sujeto a
problemas de control de peso adversos y en el que portar el alelo ADRB2 Glu27, PPARG 12Pro/Pro y FABP2
54Thr/* clasifica al sujeto como sensible a restriccion de grasas.

2. El método de la reivindicacién 1, que comprende determinar el genotipo del sujeto con respecto tanto al locus
ADRBS3 (rs4999 C/T) como al locus ADRB2 (rs1042713 A/G).

3. El método de la reivindicacién 1, en el que el régimen terapéutico/dietético comprende administrar un
nutracéutico.
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