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Abreviaturas

3’UTR Regidén no traducida tres prima

5’UTR Regidn no traducida cinco prima

AA Acido araquidénico

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc ADN complementario

AGL Acido gamma-linolénico

Akt Proteinquinasa B

AL Acido linoleico

ALA Acido alfa-linolénico

ALT Alanina aminotransferasa

ARN Acidos ribonucleicos

ARNmM ARN mensajero

AST Aspartato aminotransferasa

CCK Colecistoquinina

COX Ciclooxigenasa

DAG Diacilgliceroles

DHA Acido docosahexaenoico

DMII Diabetes mellitus tipo Il

EPA Acido eicosapentaenoico

FFAR4 Receptor de acidos grasos 4

FTO Gen asociado a la obesidad y a la adiposidad
GGT Gamma-glutamiltransferasa

GIPR Receptor del polipéptido inhibidor géstrico
GLP-1 Péptido similar al glucagdn tipo 1

GLUT4 Transportadores de glucosa tipo 4

GRK6 Quinasa 6 acoplada a proteinas G

GWAS Estudios de asociacion del genoma completo
HDL Lipoproteina de alta densidad

HGNA Higado graso no alcohdlico

HOMA-IR indice de evaluacién del modelo homeostatico
hsCRP Proteina C reactiva de alta sensibilidad



IMC
IRS-1
LDL

LEP
LEPR
LOX
MAFs
MC4R
MRAP2
NFkB

NROB2
NTRK2
OoMS
pb
PCR
PI3K
PLC
POMC
PPARG
PUFAs
RBP4
RIN
RT-PCR
SH2B1
SM
SNP
TAB1
TAK1
TLRs
WFS1

indice de masa corporal

Substrato receptor de insulina 1

Lipoproteina de baja densidad

Leptina

Receptor de la leptina

Lisil oxidasa

Frecuencias alélicas minimas
Receptor de melanocortina 4

Proteina accesoria del receptor de la melanocortina 2
Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas

Receptor nuclear subfamilia 0 grupo B miembro 2
Receptor neurotroéfico tirosina quinasa 2
Organizacién Mundial de la Salud

Pares de bases

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Fosfoinositol 3-cinasa

Fosfolipasa-C

Proopiomelanocortina

Receptor de peroxisomas activado por proliferaciony
Acidos grasos polinsaturados

Gen de la proteina de unidn a retinol

Numero de integridad del ARN

PCR a tiempo real

Gen de la proteina adaptadora 1 de SH2B

Sindrome metabdlico
Polimorfismo de nucledtido Unico

Proteina de unién a TAK1 1

Quinasa activada por el factor de crecimiento transformante beta
Receptores Toll-like

Wolframina
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1.INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

La obesidad infantil se considera uno de los problemas mas importantes de salud publica
del siglo XXI. Las causas de esta enfermedad pueden ser multiples e incluyen factores
ambientales y genéticos que acaban provocando un desequilibrio entre la ingesta caldrica y
el gasto energético. El resultado es una acumulacion excesiva de grasas en el cuerpo
humano en edades precoces que podria desencadenar, en un futuro, numerosas patologias
asociadas como diabetes mellitus tipo II (DMII), higado graso no alcohdlico (HGNA),

enfermedades cardiovasculares y sindrome metabdlico (SM).

En el estudio ALADINO de 2019 se valoraron la obesidad y sus comorbilidades en una
poblacién de 16.665 nifios entre 6 y 9 afios residentes en Espafia. Se encontrd una
prevalencia de sobrepeso del 23,3% y una prevalencia de obesidad del 17,3% (1). Las
razones de estas cifras tan elevadas son variadas y se centran en la mala alimentacion, la
falta de ejercicio fisico, la disminucién en las horas de suefio y el estatus socio-econdmico

de la familia.

Sin embargo, es bien sabido que parte de estas razones se encuentran en la herencia
genética dada por sus progenitores. Esta herencia es la que en ultimo lugar produciria una
susceptibilidad mayor o menor para desarrollar obesidad. En un estudio reciente se ha
revisado la predisposicion genética a padecer obesidad analizando diferentes tipos de
estudios anteriores y se concluyd que la heredabilidad estaria entre un 30-35% para
poblaciones de peso normal y entre 60-80% para poblaciones con obesidad y obesidad

extrema (2).

Para analizar con profundidad las causas de la obesidad es importante valorar
interacciones entre la susceptibilidad genética y el estilo de vida (alimentacion, ejercicio
fisico, horas de suefio) de cada individuo, siendo muy importante la epigenética, es decir,
cdmo la edad y los factores ambientales que rodean al individuo pueden alterar la expresién
de ciertos genes. De esta manera, se ha propuesto recientemente que la transicion entre la

herencia genética y el fenotipo obeso podrian analizarse mediante dos modelos matematicos




distintos en los que el estilo de vida podria actuar como mediador o moderador de estas

interacciones (3).

Actualmente, se conocen un gran numero de variantes genéticas que intervienen en el
riesgo a padecer obesidad. Ademas, algunas variantes son capaces de producir obesidad
por si mismas, las cuales afectan principalmente al sistema leptina-melanocortina. En el gen
asociado a la obesidad y a la adiposidad (F70) se encuentran algunas de las variantes que
producen las asociaciones mas altas con parametros como el indice de masa corporal (IMC),
aunque todavia no se ha podido dar una explicacion concluyente a nivel molecular y
fisioldgico que explique cdmo variantes de este gen desencadenan un aumento del IMC. No

obstante, existe una hipdtesis mayoritaria que se expondra en capitulos posteriores.

A los individuos que padecen obesidad pero, aparentemente tienen perfiles de personas
sanas (no tienen patologias asociadas a la obesidad) se les denomina obesos
metabdlicamente sanos (4,5), aunque este concepto sigue estando actualmente en debate
(6,7). Existen también algunos genes que son capaces de modular algunas comorbilidades
de la obesidad y que definirian en Gltima instancia a estos individuos metabdlicamente
sanos, es decir, variantes genéticas que afectarian directamente a la susceptibilidad de
padecer enfermedades derivadas de la obesidad (8,9). En nuestro estudio, hemos
seleccionado un gen candidato que podria ser uno de los genes importantes en esta
modulacion. Se trata del receptor de acidos grasos 4 (FFAR4), un gen que codifica un

receptor de membrana que se une a acidos grasos omega-3 y omega-6.

Son numerosos los estudios que relacionan el gen FFAR4 con la obesidad (10) y sus
comorbilidades, como la DMII (11) y el HGNA (12,13). Estas comorbilidades podrian
aparecer o agravarse por un funcionamiento insuficiente o incorrecto del receptor FFAR4, el
cual tiene una funcion antinflamatoria y de sensibilizacién a la insulina en los tejidos que
lleva a cabo mediante la expresidn en la superficie de los macréfagos (14,15,16). También
se expresa en tejidos clave para el control de la obesidad como el higado, el tejido adiposo
y el pancreas, donde también interviene en multiples procesos que serian clave para un

control adecuado de la enfermedad.




1.2.0BESIDAD INFANTIL

1.2.1.DEFINICION Y PREVALENCIA

La obesidad se define como una acumulacidon excesiva y anormal de grasa que puede
ser perjudicial para la salud y cuya causa principal es un desequilibrio energético entre
calorias ingeridas y gastadas. Actualmente, la obesidad representa un problema grave de
salud que, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha triplicado sus cifras de
prevalencia en estas ultimas 4 décadas. Ha llegado a niveles epidémicos en muchos paises
y la incidencia sigue subiendo tanto en adultos como en ninos. Es la quinta causa de muerte
en el mundo y contribuye a la aparicion de numerosas enfermedades, incluyendo cancer,

DMII, SM y enfermedades cardiovasculares (17).

En adultos, la OMS define como sobrepeso IMC > 25 y como obesidad IMC > 30. Hay
que tener en cuenta que el IMC, el cual se basa en el peso y la altura, es un valor aproximado
que no mide de manera fiable el grado de obesidad de cada individuo. De este modo,
factores como el sexo, la edad y la masa muscular de cada individuo podrian alterar este

parametro.

La obesidad adquiere una importancia notable cuando hablamos de individuos en
edades pediatricas. Segun la OMS, en 2016 habia mas de 340 millones de nifos y
adolescentes (de 5 a 19 anos) con sobrepeso u obesidad. Estos valores aumentan afo tras
afo como consecuencia de una educacidén alimentaria inadecuada y unos habitos

sedentarios en edades tempranas, adquiridos de sus progenitores o responsables legales.

En el caso de los nifios, es necesario tener en cuenta la edad y el sexo al definir el

sobrepeso y la obesidad ya que el IMC todavia es menos fiable en edades tempranas.

e En menores de 5 anos, el sobrepeso es el peso para la estatura con mas de dos
desviaciones tipicas por encima de la mediana establecida en los patrones de
crecimiento infantil de la OMS vy la obesidad es el peso para la estatura con mas
de tres desviaciones tipicas por encima de la media establecida en los patrones

de crecimiento infantil de la OMS.




e En nifios de 5 a 19 afos, el sobrepeso es el IMC para la edad con mas de una
desviacion tipica por encima de la media establecida en los patrones de
crecimiento infantil de la OMS y la obesidad es mayor que dos desviaciones tipicas
por encima de la mediana establecida en los patrones de crecimiento infantil de
la OMS.

Es muy importante identificar el sobrepeso y la obesidad en edades tempranas para
poder empezar a controlar a los nifos y evitar de esta manera una obesidad mayor en
edades adultas, asi como las enfermedades que se deriven de ella (18). Para la identificacion
de los individuos afectados, se realizan dos tipos de examen: un analisis de la historia del
paciente que incluya la historia familiar y la psicosocial y un examen fisico que mida todos
los parametros morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos necesarios para definir la obesidad

infantil.

1.2.2.FACTORES DE RIESGO NO GENETICOS

Los factores de riesgo que determinan la obesidad se dividen en factores genéticos (y
epigenéticos) y no genéticos, siendo muy importante la interaccion entre ellos. A

continuacién, se resumen los factores de riesgo no genéticos mas importantes (18):

- Alimentacion: es importante valorar el tipo de alimentos que se ingieren, la
cantidad de cada uno de ellos, asi como los tiempos entre cada ingestion. Es bien
conocido que la ingestién de alimentos hipercaldricos y/o de alto contenido en grasas
saturadaso o de azlcares simples, ha demostrado tener una relacién directa con la
obesidad. Cabe destacar también el mecanismo fisioldgico del apetito y cdmo se

regula este hormonalmente.

- Gasto energético: se refiere a la cantidad de ejercicio fisico, asi como las horas de
descanso, siendo la practica de una vida sedentaria un riego evidente de padecer
obesidad. El gasto energético junto con la alimentacion son los factores mas
importantes y definen, formando un equilibrio, el nivel de obesidad de cada

individuo.




- Microbiota intestinal: la microbiota juega un papel clave en la digestion de
alimentos y en la produccion de metabolitos beneficiosos (o perjudiciales). También
es importante la interaccion directa de la microbiota intestinal con el epitelio
intestinal por vias de inflamacidn y tolerancia (19). Esta microbiota puede variar

debido al tipo de alimentos ingerido y al uso de antibidticos.

- Sueio: se ha demostrado recientemente que la extension del suefio de buena
calidad (sin apneas) puede atenuar la obesidad y sus patologias asociadas, como el
riesgo cardiovascular (20). Estudios preliminares sugieren que dormir

adecuadamente puede mejorar el control glicémico y la presion arterial.

- Enfermedades previas: algunas enfermedades como, por ejemplo, el

hipotiroidismo, son capaces de desencadenar obesidad por si solas.

- Origen étnico y lugar de nacimiento: el origen étnico interviene directamente
en los indices de obesidad y va asociado también a la dotacidén genética de cada
poblacién para interaccionar con su ambiente. Este origen étnico, junto con el lugar
de nacimiento, definen las caracteristicas socioculturales y socioeconémicas de cada
poblacién, las cuales marcaran el tipo de alimentacion, el gasto energético, la

microbiota y las horas de suefio de cada poblacién a estudio.

1.2.3. PATOLOGIAS ASOCIADAS A LA OBESIDAD INFANTIL

La acumulacion de grasa en exceso en niflos produce un estado proinflamatorio en su
organismo, una disminucién del metabolismo de los acidos grasos en todos los tejidos, un
aumento de los triglicéridos en sangre y un aumento de la lipogénesis en el higado que
desencadenara una dislipemia y que es el origen de diferentes patologias (18,21). Se ha
demostrado también que la localizacién visceral de esta grasa en exceso podria aumentar

la probabilidad de padecer todas estas enfermedades asociadas a la obesidad (22).

Son numerosas las complicaciones y enfermedades asociadas a la obesidad que pueden
encontrarse de forma individual o en conjunto, empeorando asi el cuadro clinico del
individuo. Aqui resumiremos algunas de ellas, las cuales estan mas relacionadas con nuestro

trabajo.




Sindrome metabdlico: se define como un conjunto de anormalidades metabdlicas
que incluyen resistencia a insulina, hipertension, obesidad y dislipemia. La causa
principal seria la acumulacion de grasa visceral que provoca un aumento de la
resistencia a insulina, un desequilibrio hormonal e inflamacion crénica en el
organismo. Ademas, este sindrome esta fuertemente asociado al riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular aterosclerética (8,23). A pesar de presentarse
raramente en edades pediatricas, este sindrome es el resultado de padecer obesidad

de manera persistente durante edades tempranas.

Resistencia a insulina: se define como la incapacidad de los tejidos para unir
insulina en sus receptores celulares y desencadenar las sefales intracelulares
asociadas, principalmente la captacion de glucosa. El exceso de grasa en el tejido
adiposo puede desencadenar hiperplasia e hipertrofia que desencadenan un estado
de inflamacién de bajo grado. Esta inflamacion viene favorecida por un aumento en
la infiltracidn y polarizacion de macréfagos intersticiales y la produccién de citoquinas
proinflamatorias. Estas citoquinas proinflamatorias pueden inhibir las rutas de
sefializacién de la insulina produciendo asi resistencia en tejido adiposo y otros
tejidos. La resistencia a insulina sera el factor comin en otras comorbilidades como
la DMII y el sindrome metabdlico (8,9,21). Este proceso inflamatorio que derivara
en resistencia a insulina sera clave para entender los efectos beneficiosos de un

buen funcionamiento del receptor FFAR4 (11,15,16).

Diabetes mellitus tipo II: se define como la incapacidad del organismo para
regular adecuadamente la captacion de glucosa, lo que a largo plazo provocaria una
hiperglicemia crénica. La resistencia a insulina en los tejidos provocada por la
presencia de obesidad durante etapas prologadas desencadena hiperglicemia. Esta
sera compensada en las primeras etapas por una hiperinsulinemia que ira decayendo
en el tiempo como consecuencia del deterioro de las células beta del pancreas
(9,21).

Dislipemia: es un desequilibrio de los niveles normales en sangre de lipidos y
lipoproteinas que esta estrechamente asociado a la aparicién de la enfermedad

cardiovascular. Se consideraria dislipemia cuando encontramos niveles de colesterol




>200 mg/dL, colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL) =130 mg/dL,
colesterol no unido a lipoproteinas de alta densidad (HDL) =145 mg/dL, triglicéridos
>130 mg/dL (mayores de 10 afos) y colesterol HDL <40 mg/dL (18).

Hipertension: se define como una presidn arterial superior al percentil 95 obtenida
en tres ocasiones distintas, utilizando referencias de edad, sexo y altura (18). En
ninos obesos, esta asociado a una acumulacion de sodio, una mayor retencion de
liguidos, un aumento del gasto cardiaco y dafios en el endotelio. Una hipertension
persistente en nifios y con obesidad o sobrepeso puede desencadenar la enfermedad

cardiovascular.

Enfermedad cardiovascular: se trata de un conjunto de enfermedades que
afectan al corazon y a los vasos sanguineos como el accidente cerebrovascular y el
infarto de miocardio. Es derivado de un estado proinflamatorio que se asocia con un
estado de hipercoagulabilidad, fendmenos protrombdticos y eventos isquémicos
secundarios. La obesidad y, mas concretamente, la obesidad visceral definida con el
perimetro de cintura, seria una de las causas mas frecuentemente asociadas al

desarrollo de esta enfermedad (24).

Higado graso no alcohdlico: es un sindrome con una fisiopatologia compleja que
abarca desde la simple deposicion excesiva de lipidos en el higado hasta la
esteatohepatitis no alcohdlica, la fibrosis hepatica y la cirrosis. La acumulacién de
acidos grasos en el higado, provocados por una dislipemia derivada de la obesidad,
puede provocar una lipotoxicidad en el higado. La dislipemia y la resistencia a
insulina seran las otras dos patologias que inicien el proceso. Se ha demostrado
también que el microbioma y la inmunidad innata juegan un papel importante en el

desarrollo final del dafio hepatico y la muerte celular de los hepatocitos (25).

Otros: la apnea del suefo es la interrupcién del suefio en numerosas ocasiones
como consecuencia del blogueo de las vias respiratorias y la disminucion de la
captacion de oxigeno. Es muy comun en edades pediatricas siendo la prevalencia
del 46% en grupos de nifios obesos (26). Problemas mentales derivados de un
rechazo de su cuerpo o de episodios de bullying. Problemas ortopédicos debido a

una sobrecarga temprana de peso en los pies.




1.2.4.INDIVIDUOS OBESOS METABOLICAMENTE SANOS

Ya desde los anos 50, se ha venido observando que existe un grupo de individuos que
tienen menos predisposicion a padecer patologias como la diabetes mellitus tipo II, el
sindrome metabdlico o la enfermedad cardiovascular, derivadas de una acumulacion
excesiva de grasa en el organismo. Sabemos que existe un grupo de individuos dentro de
los individuos obesos que no desarrollan complicaciones metabdlicas y cardiovasculares o
las desarrollan de forma mas leve, normalmente asociadas a esta enfermedad (4,5). A este
grupo de individuos son a los que llamamos obesos metabdlicamente sanos. A pesar de
todo, todavia existe debate de si este grupo representa un fenotipo estable y clinicamente
relevante (6,7). De momento, no existe una definicion unificada de los parametros
anatdmicos, fisioldgicos, y bioquimicos que deben presentar los obesos metabdlicamente

Ssanos.

Es probable que este grupo de individuos posean en su acido desoxirribonucleico (ADN)
ciertas peculiaridades que les confieren en Ultima instancia una mayor tolerancia a la
acumulacion excesiva de grasa en el organismo y una mayor resistencia al desarrollo de
enfermedades derivadas de la obesidad. Por tanto, existe un conjunto de genes cuya
expresion y funcién diferencial confieran un fenotipo capaz de tolerar con mayor eficacia los
efectos perjudiciales producidos por la obesidad (27,28,29). Esto sera muy importante para
nuestro trabajo ya que el gen candidato utilizado (FFAR4) podria formar parte de este
conjunto de genes. FFAR4 posee multitud de funciones en las células donde se expresa
que estan directamente relacionados con la capacidad de proporcionar al organismo una

defensa contra la aparicion y el desarrollo de las comorbilidades de la obesidad (14).




1.3.0BESIDAD Y GENETICA

En 1923, Davenport realizd un estudio para intentar explicar la heredabilidad de la
obesidad (30). Este midi6 la altura y el peso de 1056 padres y sus 1732 hijos basandose en
el indice de Masa Corporal y encontrd evidencias de una transmisidn de la masa corporal
de padres a hijos. Ahora sabemos que la obesidad de los progenitores se hereda a sus hijos,
pero los datos de heredabilidad son muy variables entre cada familia y entre los tipos de
estudio utilizado para medirla (2). La heredabilidad es un concepto estadistico que describe
cuanta variacion en un rasgo determinado puede considerarse variacion genética. Se
estiman valores de heredabilidad muy altos en estudios de comparacion de gemelos (entre
el 50 % y el 90 %), valores medios en los estudios de nucleos familiares (entre el 30 % y
el 50 %) y valores bajos en los estudios de adopcién (entre el 10 % vy el 35 %). Lo mas
probable es que el valor de heredabilidad real esté entre un 40 % y un 50 %. Ademas,
cabe destacar que este valor puede aumentar cuanto mayor sea la media de IMC de los

individuos a estudiar, siendo del 80 % para individuos con obesidad extrema (2).

A continuaciéon, se analizan y clasifican las variantes genéticas y epigenéticas
responsables de la heredabilidad que se ha expuesto anteriormente. No obstante, todavia no
se han logrado identificar todas las variantes genéticas y epigenéticas que representen el
valor maximo de heredabilidad encontrada en los estudios de gemelos, nucleos familiares y

de adopcidén, habiendo por tanto un valor elevado de heredabilidad perdida (31).

e Variantes genéticas con herencia mendeliana:

Son variantes del ADN localizadas en unos pocos genes que son capaces de
producir obesidad por si solas con una herencia mendeliana clara (obesidad
monogénica). Pueden ser polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs),
duplicaciones, inserciones, deleciones e incluso translocaciones que produzcan
en un gen determinado una pérdida total de su expresion o de su funcidn. La
mayoria de estos genes transcriben para proteinas implicadas directa o
indirectamente en la ruta de sefalizacion de la leptina-melanocortina, la cual

tiene un papel muy importante en el control del apetito y la saciedad (32).




Algunos de los genes mas importantes serian: leptina (LEP), receptor de la
leptina (LEPR), receptor de melanocortina 4 (MC4R), proteina accesoria del
receptor de la melanocortina 2 (MRAPZ2), receptor nuclear subfamilia 0 grupo B
miembro 2 (NROBZ2), receptor neurotrofico tirosina quinasa 2 (NVTRK2), receptor
de peroxisomas activado por proliferacion y (PPARG) (32).

En Europa, se ha demostrado que, entre un 3 y un 5 % de los casos con
obesidad severa, son por obesidad monogénica, es decir, que esta producida
por variantes en un gen concreto y tienen una herencia mendeliana (33).
Ademas, se ha visto que hasta un 30 % de los casos de obesidad severa en
poblaciones con consanguinidad esta producida por mutaciones en los genes

LEP, LEPRy MCR4, siendo este Ultimo el que tiene la penetrancia mas variable.

Como ejemplo de este tipo de variantes tenemos una mutacion en el exén 3
del gen LEP (C350G>T). Esta mutacidon produce un ARNm aberrante que es
eliminado por el propio organismo, lo que conlleva una carencia total de leptina
funcional e implica una incapacidad para saciarse adecuadamente después de
la ingesta de alimentos. Este defecto produce obesidad mérbida y numerosos
problemas clinicos como hiperglicemia, resistencia a insulina, amenorrea y acné
(34). Otro ejemplo de obesidad monogénica serian las mutaciones S94N y
C293R del gen MCR4. Cuando aparecen en homocigosis o combinadas
producen una pérdida total del receptor MC4R que provoca obesidad severa,

hiperfagia e hiperinsulinemia (35).

Variantes genéticas sin herencia mendeliana:

Se trata de SNPs repartidos por todo el genoma que pueden tener algun tipo
de efecto sobre la aparicion o el desarrollo de la obesidad, pero que no tienen
una herencia mendeliana clara. Estas variantes se ven muy influenciadas por la
interaccion entre ellas y con factores ambientales produciendo un efecto
sumatorio o de agregado. Algunos de estos SNPs son muy comunes en la

poblacion y otros presentan incidencias muy bajas.
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La técnica que mas se ha utilizado para analizar estos SNPs son los estudios de
asociacion de genoma completo (GWAS), a pesar de no poder analizar
correctamente las variantes menos comunes con ella. Existen cientos de genes

de este grupo cuyos SNPs han sido asociados con la obesidad (2).

El gen mas importante, por producir las asociaciones mas fuertes, tener el
mayor numero de SNPs asociados a la obesidad y ser el primer gen asociado a
la obesidad es el gen F70 (36,37). Se trata de una enzima con actividad
desmetilasa que se expresa mayoritariamente en el hipotdlamo. La mayoria de
SNPs se encuentran en el intron 1 y se cree que producen sus efectos gracias
a la interaccion con el gen IRX3 (38), que parece estar relacionado con la

regulacion del gasto energético y el desarrollo de los adipocitos.

Otro gen con numerosos SNPs asociados a la obesidad es el gen MCR4. Cabe
recalcar que en este caso se trata de polimorfismos con un efecto sumatorio

sobre el fenotipo, pero sin una herencia mendeliana clara (39).

Otros genes, como el gen de la proteina adaptadora 1 de SH2B (SH2B1), el gen
de la proopiomelanocortina (POMC) o el gen del receptor del polipéptido
inhibidor gastrico (GIPR), también tienen algunos SNPs en su secuencia
capaces de elevar notablemente el riesgo a padecer obesidad. Ademas, estos

tres genes estan asociados a un mayor riesgo de padecer DMII (39).

No se ha encontrado ninguna asociacién significativa entre SNPs del gen FFAR4
y la obesidad o sus comorbilidades con estudios GWAS, quizas por el efecto
reducido de este gen frente a otros. Donde si se han encontrado asociaciones

significativas es en los estudios de SNPs de FFAR4 como gen candidato.

Variaciones epigenéticas (metilacion del ADN):

En las Ultimas décadas, numerosos estudios epigenéticos y, mas
concretamente, de metilacion del ADN, han sido realizados en busca de una
relacion entre la obesidad y la metilacion del genoma. La epigenética tiene una
relacion reciproca con el fenotipo estudiado ya que esta puede modular los

efectos del fenotipo final pero también puede ser modificada por este. De esta
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manera, los estimulos ambientales tempranos relacionados principalmente con
la alimentacion y el estilo de vida pueden producir cambios en el metiloma

relacionados con la aparicion o el desarrollo de la obesidad (40).

En los estudios de asociacion de la obesidad con metilomas se han identificado
un conjunto de genes candidatos con una asociacion fuerte con la obesidad.
Sin embargo, no se ha logrado encontrar una relacion directa entre la
epigenética, la transcriptémica y la metaboldmica que explique de manera

precisa los efectos de esta metilacién sobre la obesidad (41).

Es bien sabido que el estilo de vida interactda con la genética de cada individuo para
producir el fenotipo final que podemos apreciar. Los enfoques actuales del estudio de los
efectos genéticos sobre la obesidad se centran en incluir variantes de estilo de vida en sus
analisis. Las interacciones entre estas dos variables pueden estudiarse con dos modelos

distintos: moderacién (W) y mediacion (M) (Figural).

Moderacion

w

Mediacion

TN

X Y

Figura 1. Modelos de interaccion
entre genotipo y estilo de vida
para producir un fenotipo obeso.
Obtenida de Pérusse L. et al, 2022
y editada por Alan Codofier Alejos.
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Suponiendo que ciertas variantes genéticas o epigenéticas (X) puedan producir un
fenotipo obeso (Y), écomo actuaria el estilo de vida (W o M)? Si el estilo de vida actua
aumentando o disminuyendo este efecto de forma externa y sin participar directamente
hablariamos de una moderacidn. Si el estilo de vida es participe del efecto producido y

ejerce un efecto directo sobre el fenotipo obeso hablariamos de una mediacién (3).

Moderacién y mediacion son dos modelos complementarios que representan dos
enfoques para analizar las interacciones genotipo-fenotipo. Estos dos modelos son utiles
para analizar interacciones y, por tanto, conocer mejor la relacién causa-efecto entro los
genes y la obesidad (3), pero de momento los modelos mas utilizados han sido los de

moderacion.

En el trabajo que aqui se presenta no se incluye ninguna variable que represente el
estilo de vida. Estudiaremos solo la genética de nuestra poblacion, valorando su posible

efecto directo sobre el fenotipo obeso y las patologias que se asocian a este.

13



1.4.EL GEN FFAR4

El gen FFAR4 (también conocido como GPR120) se localiza codificado en el brazo largo
del cromosoma 10 (g23.3) y tiene un tamaio de 37.816 pares de bases. Tiene tres exones
y dos intrones en su isoforma corta (isoforma 2: NM_001195755.2), la mas comun (ver
apartado siguiente). En la forma larga (isoforma 1: NM_181745.4) se genera un exon
alternativo al principio del segundo intrén, teniendo entonces 4 exones y 3 intrones (Figura
2).

Esta situado muy préximo al gen de la proteina de unidn a retinol (RBP4)y se transcribe
de forma inversa a este (Figura 2). Curiosamente, este gen que traduce para una proteina
que transporta retinol por el corriente sanguineo esta también muy relacionado con el
control del balance energético (42,43,44). Nuestro grupo de investigacion realizd un estudio
de asociacion de SNPs de este gen con la obesidad y sus comorbilidades (45). Fue descrita
una asociacion significativa entre la obesidad y el alelo menor C del SNP rs3758538 de RBP4.
El mismo SNP junto con el rs12265684 fueron asociados también a un incremento de la

concentracion de triglicéridos en sangre.

INC_000010.11:93563589..93604650 Homo sapiens chromosome 10, GRCh38.p14 Primary Assembly

93,564 K 93,566 K 193,568 K 193,570 K 93,572 K 93,574 K 93,576 K B3578K 03,560 K 03,582 K 03,586 K 93,588 K 93,500 K 03502K £3.594 K 93,596 K 93,598 K 83,600 K 83,602K

Genes, MANE Project (release v1.1)

NM_001195755.2 IR + — » NP_001182684.1
REP4
NP_006735.2 lil———1— HHH NM_006744.4
INCBI RefSeq Annotation GCF_000001405.40-RS_2023_03
FFARG
NM_181745.4 IER t t | > NP_859529.2
NM_001195755.2 [ 4 —M > NP_001182684.1
XM_011530746.4 IER i — » XP_011538048.1

RBP4
NP_001310447. 1 [ilf——s—iff— HH—1 Nv_oo1323518.2
NP_006735.2 Jil}———s—{}— -H- N 44.4 |
NP_001310446 1 i}—o—olf—o——-— - NM_001323517 1

Figura 2. Disposicion de los genes FFAR4 y RBP4 sobre el cromosoma 10. El genoma de referencia utilizado es el GRCh38.p14.
Imagen obtenida del software GENE de NIH (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/).

El gen FFAR4 se encuentra expresado en multitud de tejidos a niveles variables. En la
Figura 3 se representa los valores de su expresion en diferentes tejidos. Es importante
conocer dénde se expresa el gen que se estudia y en qué cantidades porque esto nos
permite deducir en qué procesos fisioldgicos esta mas implicado. Es muy importante

también a la hora de medir la expresion del gen ya que dependiendo del tejido que se utilice
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se podra asociar con la funcién concreta de este tejido, dejando en segundo lugar su papel

en el resto de ellos.

Como vemos en la imagen (Figura 3), se expresa de forma elevada en mama, luego en
colon y pulmoén y en menos proporcion en cerebro, tejido adiposo, ovarios, testiculos y
leucocitos. Por el contrario, no se expresa nada en musculo esquelético. Ademas de los 16
tejidos expuestos en esta figura cabe destacar su expresion en pancreas y papilas

gustativas.

En cuanto a la expresidon en los distintos compartimentos celulares, FFAR4 aparece
expresado principalmente en la membrana celular, los lisosomas y los endosomas. Ademas,

la isoforma 2 tiene un papel muy importante en los adipocitos indiferenciados (46,47).

RPKM

J|||I  __| -|_. _l.l_

Figura 3. Perfiles de expresion del gen FFAR4 de 16 tejidos humanos obtenidos mediante secuenciacién de ARN. RPKM:
lecturas por kilobase por millén de lecturas totales. Obtenida del proyecto lllumina bodyMap2 transcriptome desde la
herramienta GENE de NIH (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/338557).

Existen solo 5 variantes descritas en la secuencia de este gen con posible relevancia
clinica. Cuatro de estas variantes son consideradas variantes de significado incierto y son
muy infrecuentes (c.17C/G, c.226T/G, c.241C/T y ¢.490G/A). La otra variante es
rs116454156 (c.761G/A; p.R270H) y su alelo menor tiene una frecuencia de 0,015 en
Europa (1000 Genomas). Se trata de una variante de pérdida de sentido (missense) que
produce un cambio de arginina por histidina que anula la funcién normal del receptor. Es

considerada un factor de riesgo para tener un aumento anormal del IMC (10).
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1.5.EL RECEPTOR FFAR4 Y SUS LIGANDOS

1.5.1. RECEPTOR FFAR4

FFAR4 es un receptor transmembrana acoplado a proteinas G de la familia de las
rodopsinas. Sus ligandos son los acidos grasos, sobre todo, los insaturados omega-3 y los
omega-6. La proteina tiene un tamafno de 361 aminoacidos (isoforma 2) y posee 7 dominios
transmembrana (Figura 4), aunque existe otra isoforma mas larga con 16 aminoacidos mas
(isoforma 1), producida por empalme alternativo (splicing). La isoforma mas comun en los
tejidos humanos es la corta, encontrandose la expresion de la isoforma larga principalmente
en el colon. Esta isoforma larga tiene ademas una de las dos rutas de sefalizacion
intracelular desactivada (proteinas Gag/1), ya que no produce la elevacién de la

concentracion de calcio intracelular (46).
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Figura 4. Receptor de membrana FFAR4, mostrando sus 7 dominios transmembrana. Se puede
observar también los 16 aminoacidos de la isoforma larga. Obtenido de Senatorov I.S. et al, 2020.
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El receptor FFAR4 esta implicado en multitud de procesos fisioldgicos muy variados y
que dependen del tejido donde se expresa. Entre ellos se incluyen la secrecién de hormonas
(insulina, somatostatina y hormonas gastrointestinales), el control del apetito, la inhibicidn
de procesos inflamatorios, la diferenciacion adipogénica, la sensibilizacidn a la insulina y la

percepcidn de sabores (14).

Es sabido que, tanto los acidos grasos insaturados como los saturados, son capaces de
unirse al receptor FFAR4. A pesar de ello, son los acidos grasos insaturados omega-3 y el
omega-6 los que tienen una mayor capacidad de transducir las sefales apropiadas al interior
celular y producir los efectos que se esperan de su activacion (15,46). Ademas, se sabe que
la mayor respuesta al ligando del receptor FFAR4, en cuanto a cinética e intensidad se
refiere, la consigue el omega-3 acido eicosapentaenoico (EPA), seguido por el omega-3
acido docosahexaenoico (DHA) y acabando por el acido linoleico (AL) (46). También se han
descrito como ligandos el omega-3 acido alfa-linolénico (AAL) y el monoinsaturado omega-

7 acido palmitoleico (15).

En cuanto a la transduccion de la senal intracelular después de la interaccion con sus
ligandos, esta puede hacerse principalmente mediante dos rutas de sefalizacion que

variaran en importancia dependiendo del tejido en el que FFAR4 sea activado (11):

- Proteina Gaq/1l: tiene su funcion principal en adipocitos, células
gastrointestinales, pancreas y papilas gustativas. La union de FFAR4 a sus
ligandos activa la proteina Gag/11 que estimula la fosfolipasa-C (PLC), lo que
conduce a un aumento de la concentracion de Ca2+ intracelular y una activacion
de los diacilgliceroles (DAG). El aumento de la concentracién de calcio

desencadenara varios procesos dependientes de cada tipo celular (Figura 5):

- Aumento de la translocacién de transportadores de glucosa tipo 4
(GLUT4) en adipocitos, mediante la activacion de la fosfoinositol 3-cinasa
(PI3K) y la proteinquinasa B (Akt).

- La produccion de péptido similar al glucagdén tipo 1 (GLP-1) y
colecistoquinina (CCK) en células del tracto intestinal y de las papilas

gustativas elevara la proliferacion en las células beta del pancreas y la
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produccidn de insulina (48). También mediante la activacion de la PI3K
y Akt.

Ademas, se ha demostrado que la activacion de los FFAR4 en las células
beta y alfa del pancreas activan la produccion de insulina y somatostatina

(49,50), mediante el aumento intracelular de la concentracidn de calcio.

Por su parte, la activacion de los DAG producira un aumento de la
secrecion de grelina en el estdmago. Esta hormona activa la produccion
de hormona del crecimiento y regula el metabolismo energético,

aumentando el apetito (15,16).

-3 FAs
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Figura 5. Ruta de sefializacidn intracelular de FFAR4 dependiente de la proteina Gag/1
gue desencadena varias respuestas fisioldgicas y patoldgicas. Obtenida de Zhang D. et

- Beta-arrestina: tiene su funcidn principal en monocitos y macréfagos. Cuando

es estimulado por sus ligandos en estas células, FFAR4 es fosforilado por la
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quinasa 6 acoplada a proteinas G (GRK6), lo que conlleva un incremento en la
afinidad del dominio intracelular de FFAR4 por la proteina B-arrestina-2 (Figura
6). Esto tendria dos consecuencias: el bloqueo de la ruta vista anteriormente y
la internalizacion del complejo FFAR4-B-arrestina-2. Este complejo es capaz de
unirse a la proteina de union a TAK1 1 (TAB1); cuando esto ocurre se evita la
formacion del complejo que forma esta proteina con la quinasa activada por el
factor de crecimiento transformante beta (TAK1). Esto bloquea la ruta de
sefalizacion proinflamatoria procedente de la activacion de los receptores Toll-
like (TLRs). Mediante el bloqueo de esta ruta de sefalizacion, se evita la

formacion de ciertas citoquinas y enzimas que participan en la inflamacion.

3-FAs
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Figura 6. Ruta de sefializacidn intracelular de FFAR4 dependiente de beta-arrestina que
inhibe los procesos inflamatorios en los macréfagos y reduce la resistencia a insulina en
tejidos adyacentes. Obtenida de Zhang D. et al, 2014.

Ademas, se ha demostrado que esta inflamacién en los tejidos circundantes a
estos macrdfagos podria disminuir la expresion del substrato receptor de insulina

1 (IRS-1) que interviene en la transduccion de sefiales de la insulina, asi como
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disminuir la activacion de Akt, la cual se requiere para la translocacion inducida

por insulina del transportador de glucosa GLUT4 (15,16,51).

Como hemos visto, FFAR4 se expresa en multitud de tejidos y desencadena diferentes
respuestas intracelulares implicadas en el control del apetito, del balance energético, de la
inflamacién y de la sensibilizacién a la insulina. Por ello, se ha demostrado que un mal
funcionamiento del receptor FFAR4 en humanos o ratones esta asociado a la apariciéon o
empeoramiento de enfermedades como la obesidad, DM II, enfermedad cardiovascular,
HGNA y cancer (13,14,15,16,52,53).

Cabe destacar también el papel del receptor FFAR4 en las papilas gustativas, donde
aparte de la regulacion de la produccion de GLP-1 y CCK, se ha propuesto una segunda

funcién en la identificacion del sabor graso (54,55).

1.5.2. LIGANDOS DEL RECEPTOR FFAR4

Hay dos familias principales de acidos grasos polinsaturados (PUFAs) que son relevantes
para la salud humana: los omega-3 y los omega-6. Estos se distinguen por la posicion del

carbono del primer doble enlace.

Los PUFAs omega-6 tienen el primer doble enlace en la posicién 6 mientras que los

omega-3 tienen el primer doble enlace en la posicién 3.

Existen 6 PUFAs omega-3 y 6 PUFAs omega-6 en el ser humano. El metabolismo
humano es capaz de producirlos todos menos dos de ellos, los precursores AL y AAL, y
utiliza las mismas enzimas para sintetizarlos a todos (Figura 7). Estos precursores, como no
pueden ser sintetizados, deben ser incluidos en la dieta, por lo que se consideran acidos
grasos esenciales. Debido a que se sintetizan en plantas, AL y AAL se encuentran
principalmente en alimentos de origen vegetal. El AL es predominante en los alimentos
comparado con la AAL y, por tanto, es el sustrato principal de la enzima desaturasa que los
metaboliza a los dos. Esto explicaria la baja presencia de PUFAs omega-3 en comparacion

con los omega-6 (56).
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La ingesta baja de estos PUFAs esta asociada a la aparicion de dermatitis, hipertension

renal, trastornos de la actividad mitocondrial, DMII, deterioro del desarrollo cerebral, artritis,

depresion y disminucion de la resistencia del cuerpo a las infecciones (56).

(Omega-6) (Omega-3)
Acido Linoléico Acido «-Linolénico
(18:2) (18:3)

A 6 Dsatumasa  p——

Acido 7-Linolénico X
(18:3) (18:4)

l ey Elgasa f———

Dihomo Y-Linolénico
(20:3) (20:4)

e A S Deesa turasa

Araquidénico Ficosapentaenoico
(20:4) (20:5)
Elongasa
A 2 A\ 4
(22:4) (22:5)
§ — Elongasa e
(24:4) (24:5)
1 A 6 Desaturasa 1
(24:5) (24:6)
B Oxidacién
¥ | peroxisomal [T "}
Docosapentaenoico Docosahexaenoico
(22:5) (22:6)

Figura 7. Biosintesis de acidos grasos omega-6 y omega-3. Se muestran los
precursores y las enzimas responsables del proceso. Obtenida de Valenzuela
B. y Nieto M. et al, 2001.

Omega-6: los mas importantes son el AL, el acido gammalinolénico (AGL) y

el acido araquiddnico (AA). Forman parte de los fosfolipidos de membrana de
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las células humanas. Estd demostrado que una ingesta correcta de omega-6

es necesaria para un crecimiento y desarrollo normal del organismo.

El AL tiene un papel esencial en la estructura de la piel y su funcién de barrera,
formando parte de las ceramidas de la matriz extracelular. Tiene un papel
importante también en el control del colesterol total y las LDL, elevando la
expresion de receptores LDL en el higado y disminuyendo por tanto las LDL
circulantes. Ademas, regula positivamente el catabolismo del colesterol lo que
le confiere a la AL propiedades beneficiosas en la enfermedad cardiovascular.
También tiene un papel importante en el cerebro, acaparando este érgano mas

de la mitad de las AL ingeridas. Su papel aqui todavia no esta muy claro (56).

Los AA aportan hasta una cuarta parte de los acidos grasos en los fosfolipidos
de los musculos esqueléticos, el cerebro, el higado, las plaquetas y las células
inmunitarias. La conversion mediante diferentes enzimas de los AA permite la
produccidén de eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos).
Estos son lipidos bioactivos que tienen un papel mediador en la aparicion y el
desarrollo de la inflamacion (pro-inflamatoria). Por ello, son dianas de muchos

farmacos para tratar la inflamacion en el organismo.

Omega-3: los mas importantes son el ALA, el EPA y el DHA. En general, tienen
un papel muy importante en el desarrollo del organismo, sobre todo en el
sistema nervioso y la retina. También tienen una funcién importante en la

regulacion negativa de la inflamacién (antinflamatoria).

EL DHA participa activamente en el transporte transmembrana de algunos
aminoacidos, regula la funcién de los canales de sodio y ejerce como iniciador

en los estimulos visuales.

Tanto el DHA como el EPA tienen un amplio rango de efectos antinflamatorios
en el organismo. Numerosos estudios han relacionado la ingesta de DHA y EPA,
o los niveles en sangre de estos lipidos, con la presencia de marcadores de

inflamacion como la proteina C-reactiva, citoquinas y moléculas de adhesion.
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Algunas de sus propiedades antinflamatorias vienen dadas por los siguientes

procesos (56):

Reducen la produccion de eicosanoides.

Inhiben la funcién de las enzimas ciclooxigenasa (COX) vy lisil oxidasa
(LOX).

Son precursores de resolovinas, protectinas y maresinas; encargadas de

limitar los procesos de inflamacion.

Reducen la activacion de la ruta de sefalizacién proinflamatoria
dependiente del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NFkB). Esto se logra mediante la activacién del
receptor de membrana FFAR4 expresado, en este caso, en los macréfagos
(51). Los PUFAs omega-6 también son capaces de activar a este receptor,
pero producen cinéticas mucho mas bajas (57). La activacion de este
receptor FFAR4, principal protagonista de este trabajo, y las sefales

intracelulares que generan seran ampliadas en el siguiente punto.
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1.6.ESTUDIOS GENETICOS DEL GEN FFAR4

1.6.1. INTRODUCCION

Numerosos estudios se han realizado hasta el momento para intentar relacionar una
disfuncion del gen FFAR4 con diferentes patologias. Entre estos estudios, podemos
encontrar estudios de funcionalidad del gen y analisis de estimulo-respuesta (ligandos
naturales y sintéticos) en lineas celulares y modelos animales, estudios “knock-down” en
ratones, estudios de asociacion con valores de expresion del gen y estudios de asociacion
de variantes genéticas con enfermedades o fenotipos, tanto polimorfismos como variantes

patogénicas.

1.6.2. PRIMEROS ESTUDIOS

El primer trabajo importante que asociaba disfunciones de FFAR4 con una patologia fue
el realizado por Oh et a/. en 2010 (15). En él, se realizaron diferentes andlisis con monocitos
RAW 264.7, macrofagos intraperitoneales y ratones knock-down para FFAR4. Evidenciaron
las propiedades de FFAR4 para mediar en efectos antiinflamatorios robustos y amplios,
particularmente en macréfagos. Ademas, utilizaron ratones knock-down para FFAR4 para
demostrar que los omega-3 causan efectos antiinflamatorios y de sensibilizacion a la insulina
mediados por FFAR4.

Cuatro anos después, el mismo grupo publicé otro trabajo donde midieron, en ratones,
los efectos del agonista selectivo de FFAR4 cpdA en obesos alimentados con una dieta rica
en grasas. Descubrieron una mejora de la tolerancia a la glucosa, una disminucion de la
hiperinsulinemia, un aumento de la sensibilidad a la insulina y una disminuciéon de la

esteatosis hepatica (16).

Otro de los primeros trabajos relevantes fue el publicado por Ichimura et al. en 2012
(10). Estos demostraron, en linea con los trabajos de Oh et al., que los ratones deficientes
en FFAR4 alimentados con una dieta rica en grasas desarrollan obesidad, intolerancia a la
glucosa e higado graso. En humanos, evidenciaron que la expresion de FFAR4 en tejido

adiposo es significativamente mayor en individuos obesos que en controles de individuos
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con normopeso. Ademas, mediante la secuenciacion del gen FFAR4 de individuos obesos
identificaron la mutacion p.R270H (rs116454156).

1.6.3. ESTUDIOS DE ASOCIACION DE VARIANTES GENETICAS

En cuanto a los trabajos con SNPs del gen FFAR4, como gen candidato, y su asociacion
con la obesidad y sus comorbilidades tenemos dos principalmente. En los dos trabajos se

mide el efecto de los SNPs en combinacion con una dieta concreta sobre el fenotipo obeso.

El primero es un estudio con 3 SNPs del gen FFAR4: dos localizados en el intrdén 1 y uno
localizado en el intrén 2. También intentaron genotipar la variante p.R270H (rs116454156)
pero solo obtuvieron una persona con esta variante en heterocigosis, debido a que en Jap6n
esta variante es muy infrecuente. A la mitad de los individuos se les administré una dieta
rica en grasas y como marcador de obesidad utilizaron el IMC. Analizando los SNPs de forma
individual, no se encontré ninguna asociacion significativa con el IMC. Si se encontraron
asociaciones significativas con el IMC analizando estos 3 SNPs como haplotipos y en

combinacién con el factor dieta (58).

El segundo es un estudio con 12 SNPs del gen FFAR4. diez intronicos, uno en la region
no traducida cinco prima (5'UTR) y otro en la regién no traducida tres prima (3'UTR). El
estudio se realiz6 con individuos canadienses a los que se les suplementd su dieta con una
combinacion de acidos grasos omega-3 DHA y EPA. Cuatro SNPs de los 12 estudiados
mostraron asociaciones significativas con los niveles de insulina y resistencia a insulina, en
combinacion con la suplementacidon con omega-3. En particular, mostré resultados
interesantes el SNP rs17108973 localizado en la region 3'UTR (59).

Como ya se ha comentado, Ichimura et a/. demostraron una asociacion entre la
obesidad y una disfuncién del receptor FFAR4. También demostraron que la presencia de
esta variante en heterocigosis impedia la capacidad del receptor para transducir las sefales
exogenas y producir incrementos de la concentracién de calcio intracelular cuando entraba
en contacto con el AAL (10). Posteriormente, se ha asociado la presencia de la variante
p.R270H (rs116454156) de FFAR4 en humanos con comorbilidades de la obesidad como
hiperglucemia (60), DMII (61) y dafo hepatico (13). A pesar de todo, en un trabajo realizado
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en poblaciones europeas demostraron que esta mutacidon no presentaba ninguna asociacion

con la obesidad ni con sus comorbilidades (62).

1.6.4. ESTUDIOS DE EXPRESION

A continuacion, documentaremos los estudios que han asociado los niveles de expresion
del gen FFAR4, medidos con acidos ribonucleicos (ARN) o proteinas, con la obesidad y/o
sus patologias asociadas, y que son muy similares a la segunda parte de nuestro trabajo.
Tenemos 2 trabajos importantes que al igual que en el nuestro, fueron realizados con ninos.

En el primer trabajo, se encontrd una asociacion significativa entre los niveles de ARN
de FFAR4en monocitos y los niveles plasmaticos del receptor FFAR4 con la obesidad medida
con el IMC. También se observd una asociacién significativa entre los niveles plasmaticos
del receptor FFAR4 y la resistencia a insulina medida con el HOMA (63).

En el segundo trabajo, se encontrd una disminucion significativa de la expresion del gen
FFAR4 medida por ARN en células mononucleares de sangre periférica en nifios con
obesidad mérbida (64).

Ademas, existen diferentes estudios de asociacion de la expresion de FFAR4 con algunas
patologias distintas a la obesidad y sus comorbilidades. Por ejemplo, fue hallada una
correlacion significativa entre el aumento de la expresion de los receptores FFAR4 y FFAR3
y la enfermedad por reflujo gastroesofagico (65).

Cabe destacar también, la relacién entre un aumento de la expresién de FFAR4 vy la
transicién epitelio-mesenquima, proceso clave en el inicio de la metastasis, en el
colangiocarcinoma humano (66). Ademas, se asocid esta hiperexpresion de FFAR4 con un

mal prondstico de este tipo de cancer.

1.6.5. ESTUDIOS DE SECUENCIACION

Con estudios de secuenciacién nos referimos a aquellos estudios en los que se ha
secuenciado grandes regiones del gen FFAR4 en individuos obesos con el fin de encontrar
variantes con posibles efectos sobre la funcidn del gen FFAR4y por lo tanto con un posible

efecto sobre el desarrollo de la obesidad y sus comorbilidades.
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El Unico trabajo publicado que sigue esta técnica en humanos es el llevado a cabo por
Ichimura et al. en 2012 (10) y que se ha comentado en numerosas ocasiones (10). En este
estudio, se secuenciaron los cuatro exones (3 exones + 1 exdn alternativo) de FFAR4 en
312 nifios y adultos franceses con obesidad extrema y sin relacidén de parentesco entre ellos.
Se identificaron dos variantes con pérdida de sentido del gen, p.R270H (rs116454156) vy
p.R67C (rs6186610), y cuatro variantes muy raras sin pérdida de sentido del gen. A pesar
de ello, solo la variante p.R270H (rs116454156) demostro tener una asociacion significativa
con la obesidad. Utilizando un modelo de regresion logistica ajustado por edad y sexo,
demostraron que p.R270H (rs116454156) estaba asociado con la obesidad siguiendo un
modelo aditivo. Ademas, solo esta variante presentd una disminucion significativa de las

respuestas intracelulares que produce este receptor al contactar con sus ligandos (10).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Vista la implicacion del gen FFAR4 en los procesos que controlan el balance energético
y la inflamacion, pensamos que podria tener un papel importante en la aparicién de la
obesidad infantil y el desarrollo de esta. También creemoa que podria influir en la aparicién

y el desarrollo de enfermedades asociadas a la obesidad infantil.

Por todo ello, seria de vital importancia la identificacion de variantes genéticas en FFAR4
gue pudieran estar modulando estas patologias y nos facilitaran la identificacion temprana

de los individuos que las vayan a padecer.

Al mismo tiempo, un estudio de expresion del gen FFAR4 nos permitira conocer a tiempo
real cdmo se comporta este gen bajo diferentes grados de obesidad y niveles de afectacion

de varias comorbilidades de esta.

Por ultimo, la secuenciacion de partes del gen FFAR4 en individuos candidatos podria
ayudar a definir haplotipos concretos sobre estas regiones y revelar si existe alguna variante

no descrita previamente que esté asociada a los rasgos fenotipicos estudiados.

Para medir adecuadamente los niveles de asociacion entre una pobre o mala funcion
del gen FFAR4y las comorbilidades de la obesidad, es importante trabajar con una poblacion
formada por completo por individuos obesos, dado que no se pueden medir adecuadamente
alteraciones derivadas de la obesidad en una poblacion si esta no padece cierto grado de
obesidad inicialmente. Ademas, es sabido que para identificar variantes genéticas asociadas

a la misma obesidad también es mejor trabajar con altos indices de obesidad (2).

Al ser un gen que se traduce en un receptor de membrana, la identificacion de variantes
genéticas capaces de alterar la recepcion de sus ligandos o la transduccidn de las sefiales
serian de gran importancia en estudios farmacogenéticos. Ademas, los estudios de
expresion nos informarian de en qué situaciones serian mas eficaces los tratamientos o

suplementaciones aplicados.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

Pensamos que podrian existir variantes genéticas del gen FFAR4 (SNPs en nuestro caso)
asociadas significativamente a variables clinicas relacionadas con comorbilidades de la
obesidad infantil. Estas variantes podrian estar afectando a la expresiéon o la funcion del
receptor FFAR4 o estar estrechamente ligadas a otras variantes que estén produciendo estos

efectos.

Ademas, tenemos la hipdtesis de que los niveles de expresion del gen FFAR4 podrian
estar correlacionados significativamente con la obesidad infantil y/o sus comorbilidades.
Estas correlaciones podrian deberse tanto a un efecto de estas patologias sobre la expresion
del gen como al revés, es decir, que sea una diferencia de expresidn del gen la que afecte

a las patologias, incluso podria darse el caso de que se afectaran mutuamente.

Finalmente, planteamos la hipdtesis de que la secuencia del gen FFAR4 tiene que tener
mas variantes que se relacionen directamente con la obesidad y sus patologias asociadas,
ya que, por el momento, solo hay una variante que se haya descrito formalmente como
factor de riesgo. Creemos que un estudio de secuenciacion dirigido a zonas especificas como
regiones regulatorias o regiones que contengan algin SNP, ya sea asociado a la obesidad o

a sus comorbilidades, seria una buena estrategia.
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4. 0OBJETIVOS

e OBJETIVO 1:

Realizar un estudio con 4 SNPs candidatos del gen FFAR4 (rs10882273,
rs12415204, rs12243124 y rs11187533) para analizar su posible relacion con

rasgos fenotipicos asociados a la obesidad en una poblacién con obesidad infantil.

e OBJETIVO 2:

Llevar a cabo un estudio de la expresion de FFAR4 para comprobar si existe una

implicacion de este en el desarrollo de la obesidad y sus comorbilidades.

e OBJETIVO 3:

En caso de encontrar algun SNP con asociaciones significativas, realizar un estudio
de expresion de los diferentes genotipos de este SNP para ver si, este SNP y/o
cualquiera de su blogue de ligamiento tiene una relacién directa a nivel molecular

con los rasgos fenotipicos asociados previamente.

o OBJETIVO 4:

En caso de encontrar algun SNP con asociaciones significativas, realizar una
secuenciacién de la regidn colindante que a la vez quede mas cerca de una region
regulatoria o de empalme de exones para identificar otras variantes implicadas y

describir el posible haplotipo que puedan formar en conjunto.
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5. METODOLOGIA

5.1.GENERALIDADES

Todos los individuos que forman parte de nuestro estudio fueron reclutados en la Unidad
de Nutricion Pedidtrica del Hospital Universitario Dr. Peset. El Comité de Etica del Hospital
aprobd los estudios clinicos y genéticos. Todos los padres y participantes (mayores de 12

anos) dieron su consentimiento informado por escrito.

Criterios de inclusion:

e Tener edades entre 5y 16 afos.
e Tener un IMC Z-score superior a 2 desviaciones estandar (67).
e Etnia caucasica

Criterios de exclusion:

e Padecer enfermedades genéticas, metabdlicas o endocrinas relacionadas con la
obesidad y sus comorbilidades.

e Estar bajo algun tratamiento médico que pueda interferir en el estudio.

e Seguir una dieta o régimen alimentario especial (diferente a la dieta

mediterranea, tipica de la region donde se realiza el estudio).
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5.2.ESTUDIO DE ASOCIACION CON SNPS DEL GEN FFAR4

Para esta primera parte del estudio se incluyd una cohorte de 203 individuos en edad
pediatrica (106 nifios y 97 nifias). Para calcular el tamafio poblacional adecuado para el
estudio de SNPs se utilizd6 como proporcidon de referencia (Figura 8) la frecuencia del alelo
menor SNP con la frecuencia mas baja (rs12243124; alelo C; frecuencia: 0,19), un nivel de
confianza del 95% (1,96) y una precision entre 5-10% (0,75) (68). Con estos datos:
N=1,962(0,19(1-0,19))/0,082=105. Por tanto, seria necesario como minimo un tamafo
poblacional de 105 individuos para conseguir un poder estadistico adecuado. Como ahora

veremos, nuestro tamano muestral es de casi el doble.

,p(1—p)
a 52

N: tamano muestral;

Z,: nivel de confianza;

p: proporcién poblacional;
d: precision de la estimacion.

N =2

Figura 8. Formula matematica
utilizada para el cdlculo de un
tamafio muestral adecuado con una
proporcién de referencia.

Para la eleccién de los SNPs mas apropiados para el estudio, se utilizé el Gene Tagger
del software de Haploview versidon 4.2. Se utilizd un punto de corte de r? de 0,8 y una
frecuencia del alelo menor > 5% para cubrir la regién entre el Ultimo intrén y el 5'-UTR del
gen FFAR4. La r?es el coeficiente de correlacion del desequilibrio de ligamiento entre 2 SNPs
y nos indica el grado de ligamiento entre ellos, siendo 0 el valor mas bajo de ligamiento y 1
el mas alto. En cuanto a la frecuencia mayor del 5%, esta nos permitié tener un nimero de
suficiente de individuos que posean el genotipo menos frecuente para poder hacer un

analisis comparativo con suficiente fuerza estadistica.
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Se seleccionaron la variante rs10882273 T/C de la regién 3'-UTR y 3 variantes intrdnicas:
rs12415204, rs12243124 T/Cy la rs11187533 C/T. En un principio se seleccionaron 4 SNPs
pero el rs12415204 no pudo ser genotipado en ninguna muestra, por lo que fue descartado.
No encontramos ninguna asociacion significativa descrita previamente entre los SNP

seleccionados y parametros relacionados con la obesidad y sus comorbilidades.

El ADN gendmico se obtuvo a partir de células nucleadas de sangre periférica con el kit
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Izasa, Madrid, Espaina). En este método, el ADN se
une especificamente a la membrana de gel de silice QIAamp mientras los contaminantes
pasan a través de ellas. Los inhibidores de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
como los cationes divalentes y las proteinas, se eliminan por completo en dos pasos de
lavado eficientes, lo que permite que el acido nucleico puro se eluya en agua o en un tampon

proporcionado con el kit.

El genotipado de estos SNPs se realizd mediante sondas TagMan® (Thermo-Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.). Las sondas TagMan son especificas de cada SNP y tienen
un fluordforo distinto para cada alelo. EIl ADN gendmico se introdujo en una mezcla de
reaccion que consta de una mezcla maestra (principalmente polimerasa y nucleétidos),
cebadores y dos sondas TagMan®. Cada sonda (en el centro) y los cebadores (en la zona
colindante) se unen especificamente a su secuencia complementaria. Cuando la sonda esta
intacta, un supresor suprime la fluorescencia del fluoréforo, pero cuando la actividad
exonucleasa de la polimerasa fragmenta las sondas hibridadas, al sintetizar la hebra
complementaria, se separa el fluoréforo del supresor y aparece la fluorescencia. Esta

fluorescencia es diferente para cada alelo del SNP.

El proceso de genotipado con sondas TagMan se llevé a cabo mediante una PCR a
tiempo real (RT-PCR) en un termociclador 7300 (Applied Biosystems, Warrington, Reino
Unido) y el software SDS 1.6.3 (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido). Dentro de
este equipo se realizan sucesivos ciclos de PCR con estas sondas midiendo a tiempo real el
tipo de fluorescencia en cada ciclo, que dependera del alelo del SNP a la que estas se puedan

unir.

Los parametros bioquimicos (glucosa, insulina, colesterol, triglicéridos, alanina

aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y gamma-glutamiltransferasa
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(GGT)) se midieron en suero mediante métodos directos automatizados (Architect C 16000;
Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, EE. UU.). Para la evaluacidon de la resistencia a la
insulina se utilizd indice de evaluacién del modelo homeostatico (HOMA-IR), que se calculd
como el nivel de insulina en ayunas (PU/mL) x glucosa en ayunas (mmol/L) / 22,5 (69).
Los niveles de proteina C reactiva de alta sensibilidad (hsCRP) fueron medidos por
inmunonefelometria en un analizador Beckman Immage 800 (Beckman Coulter Canada Inc.,
Mississauga, ON, Canadad). Todos ellos fueron determinados en el laboratorio de analisis

clinicos del Hospital Universitario Dr. Peset.
Estadistica

El analisis estadistico de la asociacién de los SNPs con las variables clinicas se realizo
con el software SnpStats del Instituto Cataldn de Oncologia (disponible en
https://www.snpstats.net/). Todos los analisis de asociacion se ajustaron para igualar la
obesidad variable de nuestra poblacion. Las variables sanguineas que definen la inflamacién
del higado (AST, ALT y GGT), la inflamacion vascular (hsCRP), los niveles de glucosa en
ayunas y el HOMA-IR se analizaron cuantitativamente asumiendo una poblacién Unica y

modelos de regresion lineal.

Las comparaciones SNP-fenotipo se clasificaron en 5 modelos de herencia
(codominante, dominante, recesivo, aditivo y sobredominante). En el modelo codominante
cada alelo aporta un efecto sumatorio y equivalente. En el dominante, es el primer alelo el
que produce el mayor efecto sobre el fenotipo. En el recesivo, es la presencia de los dos
alelos cambiantes los que producen el efecto que vemos. El modelo aditivo es como el
codominante pero cada alelo sube exponencialmente el efecto sobre el fenotipo. El
sobredominante predice un efecto mayor sobre los heterocigotos que sobre los dos
homocigotos. El modelo de eleccién para cada comparacién es el que muestra valores mas

bajos para el Criterio de Informacion de Akaike y el Criterio de Informacidon Bayesiano.

Fue utilizada la correccién de Bonferroni para considerar la significacion estadistica y
obtener un mayor rigor en los resultados. Considerando nuestros SNPs como cada una de
las variables y un a=0,05: 0,05/4=0,0125. Los valores p por debajo de este umbral fueron
considerados significativos, mientras que los valores entre 0,05 y 0,0125 fueron

considerados marginalmente significativos.
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5.3.ESTUDIO DE ASOCIACION DE LA EXPRESION DE FFAR4

Para la segunda parte del estudio se incluyeron 42 nifios (22 nifios y 20 ninas). Fueron
seleccionados aleatoriamente de los 203 individuos incluidos en el estudio de SNPs. Estos
nifios permanecieron en estricto ayuno nocturno durante doce horas hasta la extraccion de

la muestra para evitar variaciones en la expresion del gen FFAR4.

De los 42 ninos estudiados, veinticuatro nifios tenian una puntuacién Z del IMC entre 2-
4 desviaciones estandar y dieciocho nifios tenian obesidad extrema con una puntuacion Z
del IMC superior a 4 desviaciones estandar (67). Ademas de estos 42 individuos, incluimos
cinco nifos con una puntuacién Z de IMC inferior a 2 desviaciones estandar en el estudio.
Con la sangre de estos 5 nifios se elaboré una mezcla que nos sirvio de referencia y que es

necesaria para el andlisis de expresion.

Los parametros bioquimicos glucosa, insulina, HOMA-IR (69), PCR, colesterol,
triglicéridos, ALT y GGT se midieron para estos 42 individuos de la misma manera que para

el estudio de SNPs (seccion 5.2).

El ARN se aislé de sangre periférica y se obtuvo después del ayuno nocturno de los
nifios. La sangre fue extraida y almacenada directamente utilizando tubos de ARN de sangre
Tempus™ (Applied Biosystems™ Waltham, Massachusetts, EE. UU.). Estos tubos contienen
un reactivo en su interior que es capaz de lisar las células sanguineas y estabilizar el ARN
durante la misma extraccion de la sangre. Los lisados fueron conservados a -20 °C hasta su

extraccion de ARN.

El aislamiento de ARN desde los lisados sanguineos fue realizado con el kit de extraccion
de ARN MagMAX™ Total RNA Isolation Kit (Ambion®). Este kit esta basado en la adicion al
lisado de bolas magnéticas con una superficie de unién a acidos nucleicos. Seguidamente,
las bolas magnéticas y loa acidos nucleicos unidos a ellas se capturan magnéticamente y se
lavan para eliminar las proteinas y los inhibidores de la RT-PCR. Finalmente, los acidos

nucleicos se tratan con ADNasas y se eluye el ARN total.

La integridad del ARN se midid para todas las muestras usando la Agilent 4200

TapeStation y el kit RNA ScreenTape Analysis (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.
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UU.) para obtener el nimero de integridad del ARN (RIN). La integridad es muy importante
a la hora de cuantificar un ARN determinado ya que el ARN tiende a degradarse con mucha
facilidad y de manera desequilibrada entre los diferentes tipos de ARN. Por ello, si hay
mucha degradacién en las muestras analizadas se pueden obtener resultados erréneos. Para
solucionar o reducir este problema, las muestras con un RIN inferior a 5 fueron eliminadas
del estudio (70). Siguiendo esta pauta, fueron eliminadas del analisis 4 muestras y se realizo
el estudio posterior con 38 nifos. Las cinco muestras de la mezcla de referencia tenian un
RIN>5.

Para su posterior cuantificacién, es necesario transformar el ARN obtenido en ADN
complementario (ADNc). La sintesis de ADNc se llevo a cabo con SuperScript IV VILO Master
Mix (Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.). Con este kit se sintetiza directamente

el ADNc utilizando una transcriptasa inversa y cebadores de ADN especificos.

Para cuantificar especificamente el ARN de interés, se utilizaron TagMan Gene
Expression Assays y el TagMan Gene Expression Master Mix (Thermo-Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, EE. UU.). Estas sondas son similares a las sondas TagMan de genotipado,
pero solo tienen un tipo de sonda TagMan (no una para cada alelo). Se usé una sonda
TagMan (Hs699184 _m1) para medir los niveles de copias totales de ARN mensajero (ARNm)
de FFAR4. La sonda TagMan GAPDH (gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa)
(Hs3929097_g1) se eligié como gen de referencia (gen constitutivo). Estos genes mantienen
una expresidon baja y constante en todas las células por lo que se utilizan como

representantes de una expresion basal con la que comparar.

Para analizar los valores de expresién de cada muestra se utilizd el método 2-2ACt
(71,72). Este método compara los valores obtenidos de la cuantificacion con 2 muestras de

referencia diferente que veremos a continuacion.

Para todas las muestras de ARN de los 38 ninos y las 5 muestras (mezcladas en una
sola muestra) se cuantifican los valores de Ct para FFAR4y GAPDH. Primero se normalizan
los valores de FFAR4 con GAPDH (normalizacion interna de cada muestra). Segundo se
normalizan los valores anteriores con los de la mezcla de referencia (normalizacién externa
a la muestra). Los datos se presentan en una escala logaritmica debido a la doble

normalizacion (gen de referencia y mezcla de muestras de referencia). Los resultados de la
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expresion del ARNm de FFAR4 se clasifican como sobreexpresion cuando los valores de 2
AACt> 1 e infraexpresion cuando los valores de 2-22Ct<1, El andlisis se llevd a cabo utilizando
el sistema de RT-PCR 7300 (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) y el software
SDS 1.6.3 (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido).

Estadistica

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo con el software SPSS v.26 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, EE. UU.). Se aplicd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para examinar si las
variables tenian una distribucién normal para aplicar estudios paramétricos o no

paramétricos.

La comparacion entre los niveles de expresion de FFAR4 y el SNP rs11187533, puesto
gue cumplia el criterio de normalidad, se realizd6 mediante la prueba t de Student. El analisis
de los datos de expresion de FFAR4 entre los nifios obesos y el grupo de referencia se realiz6
con una prueba t de Student para una muestra Unica. Se utilizd un valor de referencia de 1
como valor arbitrario referido a la media de las 5 muestras de referencia de nifios normales.
Las correlaciones entre los datos de expresion de FFAR4 y los rasgos fenotipicos se
determinaron mediante los coeficientes de Pearson (datos paramétricos) o Spearman (datos
no parameétricos). El analisis de la puntuacién z del IMC y el HOMA-IR como variables
dicotdmicas se realizd mediante la prueba t de Student para datos paramétricos y la prueba
U de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se determinaron dos grupos segun el z-
score del IMC: nifios con obesidad (= 2 a < 4 DE) y nifios con obesidad extrema (= 4 DE).
Se utilizd un punto de corte de 3,42 en el valor HOMA-IR para definir los grupos
insulinoresistentes (69). Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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5.4.ESTUDIO DE SECUENCIACION DEL GEN FFAR4

Fueron seleccionados los ADN de 10 nifios candidatos de los 38 nifos del estudio de
expresion anterior y que estaban también genotipados para el SNP rs11187533. Para ello,
fueron elegidos al azar 5 homozigotos C/C y otros cinco heterocigotos C/T. De esta manera
se pudo analizar las variantes que estan ligadas a cada uno de los alelos de este SNP
rs11187533.

Fue secuenciada la region que se extiende desde el rs11187533 hasta la primera parte
de la region 3'UTR. Pensamos que si hubiese alguna variante ligada a rs11187533 que
puediese tener algun efecto sobre el fenotipo estudiado es probable que estuviese cerca de

la zona de empalme, el Ultimo exdn o la regidn reguladora 3'UTR.

La secuenciacidn de la region de interés de FFAR4 fue realizada mediante el método de
Sanger. Los cebadores de la PCR fueron disefiados por nuestro equipo y se sintetizaron a
demanda (Isogen Life Science B.V. Utrecht, Paises Bajos). Para cubrir la region de estudio
con una buena resolucidn se utilizaron dos amplicones superpuestos. El primer amplicén
tiene una longitud de 592 pares de bases (pb) y fueron utilizados los siguientes cebadores:
F (5'-CCAAACAAGGCCAAAGAAAT-3") y R (5' GTGCCTCTGGGACTTTGTGT-3"). El segundo
amplicdn tiene una longitud de 591 pb y fueron utilizados los siguientes cebadores: F (5'-
GGGGTCCCATTTCTCCAG-3") y R (5'-TCGCCAGGTGTGAGAAACTC-3").

Las PCRs previas se realizaron con el reactivo AmpliTag Gold™ (Thermo-Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.). Este reactivo contiene la ADN polimerasa y los nucledtidos
para la sintesis. Este reactivo se mezcla con los cebadores disefiados y al ADN de partida
para estos 10 casos. Como tenemos 2 amplicones esto genera un total de 20 reacciones de
PCR individuales. Una vez realizadas las mezclas se llevd a cabo la reaccién PCR en el
termociclador Veriti (Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.). Esta PCR previa a la

reaccion Sanger se realiza para amplificar considerablemente la regién de interes

Previamente a la reaccion de Sanger, las reacciones PCRs se purificaron con el kit de
Illustra ExoProStar™ (Cytiva UK Limited, Little Chalfont, Inglaterra). Utilizando la actividad

fosfatasa y exonucleasa de los enzimas incorporados en este kit y una incubaciéon de 15
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minutos este reactivo es capaz de eliminar los nucledtidos no incorporados en la PCR y los

cebadores sobrantes.

Para la realizacion de la reaccion de Sanger de los amplicones producidos anteriormente
y purificados, se utilizd el kit BigDye™ Terminator v3.1. Este producira una reaccion PCR
especial con dos tipos de nucledtido para cada una de las bases, un nucleétido normal sin
fluorescencia y otro con fluorescencia y con la capacidad de detener la formacion de la
hebra. Solo se utiliza uno de los 2 cebadores de la reaccidon anterior, dependiendo de la
hebra que se quiera leer (forward en nuestro caso). Esto genera un conjunto de amplicones
que acaban en todas las bases que contiene la secuencia y que estan marcados en su parte
final. Ordenando estos amplicones marcados en una electroforesis capilar se obtiene la
secuencia deseada. Las reacciones Sanger se llevaron a cabo en el termociclador Veriti
(Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.)

El producto de esta reaccion se purificd con los cartuchos de filtracion Performa DTR
Kit gel (Edge BioSystems, San Jose, CA, EE. UU.). Estos filtros de gel son capaces de retener
el tampon utilizado para la reaccidon Sanger, los nucledtidos sobrantes y todas las moléculas

de ADN por debajo de 20 nucledtidos de longitud.

La electroforesis capilar se realizd con el analizador genético 3130 XL (Thermo-Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.). Previamente a su carga, se desnaturalizd el ADN en
presencia de formamida (evita la formacion de la doble hebra de nuevo) y una incubacion
a 90 °C.

Los datos de secuenciacion obtenidos en el Genetic Analyzer se analizaron
posteriormente en el software Chromas 2.6.6 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane QLD,

Australia).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.ESTUDIO DE ASOCIACION CON SNPS DEL GEN FFAR4

Los 3 SNPs de FFAR4 estudiados (rs10882273 T/C, rs12243124 T/C y rs11187533 C/T)
se genotiparon correctamente en el 100 % de las muestras. Las frecuencias alélicas minimas
(MAFs) de los SNPs estudiados en nuestra poblacién fueron similares a las del estudio
HapMap para la poblacidon europea, a excepcion de rs10882273, cuya frecuencia del alelo

menor fue mayor en nuestra muestra de estudio (Tablal).

Todos los SNPs de nuestro estudio estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 1).
Este equilibrio define las relaciones que guardarian las frecuencias alélicas y las frecuencias
genotipicas en una poblacion en equilibrio genético. La mayoria de estas desviaciones son
producidas por errores en el genotipado, aunque también pueden deberse a presiones

selectivas, subestructuras poblacionales o procreacion no aleatoria.

Los desequilibrios de ligamiento entre los 3 SNPs en nuestra poblacion fueron bajos
(r=0,4182; r=0,4413 y r=0,4012), lo que indica que estos SNPs se heredan de forma

independiente. Cabe destacar que para la eleccion de SNPs marcamos un limite de r?=0,8.

En cuanto las asociaciones encontradas entre los SNPs y los rasgos bioquimicos,
identificamos una asociacion significativa entre el SNP rs11187533 y la glucemia en ayunas
(P=0,011) con un modelo recesivo. Especificamente, el genotipo del alelo menor
homocigoto T/T se asocidé con niveles mas bajos de glucosa (Tabla 2). Sin embargo, los
niveles de insulina no mostraron ninguna asociacién. En consecuencia, la asociacién con los

valores de HOMA-IR tampoco fue estadisticamente significativa (P=0,066).

Ademas, identificamos dos asociaciones marginalmente significativas (0,0125>P<0,05)
entre el SNP rs11187533 y los parametros relacionados con la inflamacién del higado GGT
y ALT (Tabla 2).
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Tabla 1. Frecuencias alélicas, frecuencias genotipicas y equilibrios de Hardy-Weinberg
de los SNPs incluidos en el estudio.
. . . - Equilibrio de
Frecuencias alélicas Frecuencias genotipicas .
Hardy-Weinberg
SNP
Alelo n Proporciéon | Genotipo n Proporcion valor p
T/C 96 0,47
T 222 0,55
rs10882273 T/T 63 0,31 0,57
C 184 0,45 c/C 44 0,22
T/T 129 0,64
T 329 0,81
rs12243124 T/C 71 0,35 0,07
C 77 0,19 c/C 3 0,01
c/C 108 0,53
C 299 0,74
rs11187533 c/T 83 0,41 0,59
T 107 0,26 T/T 12 0,06

El genotipo homocigoto T/T se asocié con una disminucidon en los niveles de ALT
(P=0,022) y GGT (P=0,015) en comparacion con los genotipos C/C + C/T, también segun
un modelo recesivo. Por el contrario, esta variante no mostré ninguna asociaciéon con los

niveles de PCR.

No se encontraron mas asociaciones entre el SNP rs11187533 y otros rasgos
metabdlicos (colesterol y triglicéridos). No se encontrd tampoco ninguna asociacion
significativa para los otros 2 polimorfismos (rs10882273 T/Cy rs12243124 T/C).

El analisis muestra que el genotipo homocigoto menor T/T del SNP rs11187533 se asocia
significativamente con niveles mas bajos de glucosa en ayunas en nifios con obesidad. Por
lo tanto, esta variante podria conferir una ventaja genética en esta poblacion con respecto

a las alteraciones metabdlicas observadas.
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Tabla 2. Asociaciones entre los SNPs de FFAR4 seleccionados y los pardmetros relacionados con
las comorbilidades de la obesidad.

Parametros SNP ID Genotipo n '(\g?:/ll? Diferencia (95% IC)? | valor p® Mejor Modelo
T/T-C/C 107 | 23,1(0,5) .
rs10882273 1,1(-1,2-3,3 0,39 Sobredominante
T/C 96 | 24,0(1,1) ( ) !
AST (U/L) T/T-C/C 132 | 23,0(0,5) .
12243124 1,8(-1,6-4 1 t
rs 3 T/C - 24,5 (14) ,8(-1,6 —4,3) 0,15 Sobredominante
c/c 108 | 24,5(1,0)
rs11187533 Cc/T 83 22,6 (0,7) -1,8(-3,7-0,1) 0,07 Aditivo
/T 12 | 21,3(2,0)
T/T-Cc/C | 107 | 21,7 (0,9) ,
1 227 1,8(-1,5-5,1 2 t
rs10882273 T/C 96 23,0 (14) ,8(-1,5-5,1) 0,29 Sobredominante
T/T-C/C 132 22,2 (1,1 .
ALT (U/1) rs12243124 /1-C/ (1,1) 0,9 (-2,6 —4,3) 0,61 Sobredominante
T/C 71 | 22,5(1,4)
c/c-c/T 191 | 22,7(0,9) )
11187533 -8,1(-15,0--1,2 0,022 R
e /T 12 | 158 (1,1) ( ) ecesivo
T/T-T/C 159 17,6 (0,6) .
10882273 1,4(-1,2-4,2 0,28 R
s c/C 44 | 19,0 (1,3) ( ) eCesivo
/T 129 | 18,5(0,8)
GGT (U/L) -
rs12243124 T/C 71 16,9 (0,8) -1,4(-3,6-0,8) 0,21 Aditivo
c/c 3 11,7 (1,7)
c/c-c/T 191 18,2 (0,6) .
11187 -5,9(-10,6 —--1,2 ,01 R
rs11187533 T ™ 132 (0.7) 5,9 (-10,6 ) 0,015 ecesivo
T/T 63 57,8 (9,9)
rs10882273 T/C 96 45,1 (4,5) | -10,3 (-20,9--0,29) 0,06 Aditivo
c/c 44 37,1 (4,4)
T/T-T/C 200 | 47,8 (3,9 .
hsCRP rs12243124 17/ (3.9) -30,2 (-93,6 — 33,3) 0,35 Recesivo
(nmol/L) c/C 3 |15,6(10,0)
C/C-T/T 120 | 44,6 (5,0) .
rs11187533 7,6 (-8,0 — 23,3) 0,34 Sobredominante
c/T 83 51,3 (6,0)
/T 63 | 5,18 (0,05)
rs10882273 T/C 96 | 5,17 (0,04) -0,02 (-0,1-0,05) 0,50 Aditivo
Glucosa C/C 44 | 5,14 (0,05)
(mmol/L) T/T-T/C 200 | 5,17 (0,03) .
12243124 - -0,72-0,1 17 R
rs 3 c/C 3 4,92 (0,05) 0,3 (-0, 0,13) 0, ecesivo
rs11187533 c/ecm 191 | 5,18 (0,03) 0,28 (-0,5 —-0,07) 0,011 Recesivo
T/T 12 | 4,48 (0,08) ! ’ ’ ’
10882273 T 63 | 365(0,28) 0,38 (-0,36-1,11 0,31 D
- — H t
s T/c-c/C | 140 | 3,03 (0,22) | %38 (036-111) ' ominante
HOMA-IR rs12243124 T/T-T/C | 200 | 3,87(0,18) 1,44 (-4,25 - 1,38) 0,32 Recesivo
c/C 3 2,11 (0,26) ! ! ! !
C/C-C/T 191 | 3,90 (0,18
rs11187533 /C-¢/ 20(0,18) -1,30(-2,67 — 0,08) 0,09 Recesivo
T/T 12 | 2,77 (0,39)

a Maxima diferencia significativa entre medias.

b Tras la correccién de Bonferroni, los valores de p < 0,0125 se consideraron estadisticamente significativos, y aquellos entre 0,05
y 0,0125 se consideraron marginalmente significativos (en negrita en la tabla).
ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato transaminasa; IC: intervalo de confianza; GGT, gamma-glutamiltransferasa; HOMA-IR,
modelo de homeostasis de resistencia a la insulina; hsCRP, proteina C reactiva de alta sensibilidad; EEM, error estandar de la
media.
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A pesar de que no haber encontrado en la bibliografia previa ninguna asociacion
significativa del SNP rs11187533 con las variables fenotipicas estudiadas, si encontramos
un estudio GWAS donde teniendo una asociacién baja de los SNPs del gen FFAR4 con la
obesidad (en comparacidon con otros genes), el SNP en cuestidn tiene la asociacion mas
significativa del gen (Pgwas=1,10E-14, B=0,024696) (73). Esto nos podria indicar la
importancia de este SNP dentro de los humerosos SNPs con MAFs lo suficientemente altas

como para ser medidas en un GWAS.

La activacion de FFAR4 regula directa o indirectamente el metabolismo de los lipidos
y/o la glucosa en los tejidos adiposo, hepatico y muscular. Este receptor esta involucrado
en diversos procesos, incluidos la sensibilizacion a la insulina y la captacion de glucosa vy,
por ello, se ha asociado un mal funcionamiento de este (o una baja expresion) a niveles
elevados de glucosa en plasma (60, 74) y HOMA-IR altos (59, 61, 63).

Es sabido que la variante de baja frecuencia p.R270H (rs116454156) que inhibe la
actividad de FFAR4, podria aumentar los niveles de glucosa en ayunas dentro de un rango
fisioldgico normal (60). En el estudio citado, fueron genotipados para esta variante 8996
individuos de origen europeo y edades diversas. Se encontré una asociacion significativa
entre el alelo menos frecuente de esta variante y el incremento de las concentraciones de

glucosa en sangre de estos individuos con una P=0,0004 (60).

Una funcidn deficiente de la via de sefializacion de FFAR4 (seccion 1.5.2) puede dar
como resultado niveles elevados de glucosa en sangre, mientras que su regulacion positiva
daria como resultado niveles mas bajos de glucosa en sangre. Este papel del receptor es
ejecutado basicamente por dos vias directas como son el aumento de la expresion de GLUT4
en tejidos receptores y la regulacién hormonal ejercida por grelina, GLP-1, CCK e insulina.
También hay una via indirecta que podria afectar y se derivaria del papel de FFAR4 en los

procesos inflamatorios y la consecuente resistencia a insulina.

En nuestro estudio, la presencia del alelo menor homocigoto recesivo rs11187533 se
asocid con niveles mas bajos de glucosa en ayunas. Por ello, podriamos pensar que los
individuos con este genotipo podrian mostrar mayor activacion de la funcion de FFAR4,
aunque de momento Y, sin una explicacion molecular clara del efecto de este SNP sobre

FFAR4 y los procesos fisioldgicos que conllevan a la disminucion de los niveles de glucosa
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en sangre, solo podriamos catalogarlo como un SNP cuya presencia de su alelo menor en

un individuo conlleva un menor riesgo poblacional de incremento de los valores de glucosa.

Con respecto a la relacion del gen FFAR4 con la resistencia a la insulina, no se encontro
una relacion fuerte entre el SNP rs11187533 y HOMA-IR a pesar de obtener valores p
relativamente bajos. En un estudio reciente, si se ha demostrado una asociacion significativa
entre 4 SNPs del gen FFAR4 y los niveles de insulina y HOMA-IR, cuando los individuos
estaban siendo suplementados con aceite de pescado, rico en DHA y EPA, activadores del
receptor FFAR4 (59). Es posible que solo con la activacion directa del receptor previa a las
medidas de insulina y glucosa se puedan obtener resultados positivos para este tipo de
asociaciones. De acuerdo con esto, Bonnefond et a/. 2015 obtuvo resultados significativos
para asociaciones de FFAR4 con niveles de glucosa en sangre, pero no para insulina y
HOMA-IR (60). En este trabajo, ya comentado anteriormente, y donde se utilizd como
variante la p.R270H (rs116454156), tampoco se utilizd ninguna dieta o suplementacién

capaz de activar el receptor FFAR4.

También observamos una asociacion marginalmente significativa (por debajo del 0,0125
autoestablecido) del doble homocigoto T/T de la misma variante con los niveles de ALT y
GGT, 2 marcadores de dafo hepatico. Los niveles de estas enzimas hepaticas se presentan
mas bajas en los individuos con la presencia de esta variante en homocigosis. Aunque
nuestro resultado con estos dos metabolitos no tiene mucha fuerza estadistica, si que
existen estudios que respaldarian la relacién entre una mala funciéon de FFAR4 y el dafio
hepatico medido con la enzima ALT. Se ha descrito que el alelo infrecuente de la variante
p.R270H de FFAR4 (rs116454156) esta significativamente asociada con los niveles de ALT
en ninos cuando el higado sufre una acumulacién intrahepatica excesiva de acidos grasos
(13).

Es bien sabido que el receptor FFAR4 tiene un papel importante en el mantenimiento
de interacciones normales entre el tejido adiposo y el higado. Por ello, la activacion de
FFAR4 con la suplementacion de DHA puede facilitar la lipogénesis normal en los tejidos
adiposo y hepatico, previniendo asi la esteatosis hepatica (12). Por otra parte, es conocido
el papel de FFAR4 como sensor dieta-dependiente (activado por los acidos grasos ingeridos)

que expresado en las células Kupffer puede regular las respuestas inflamatorias en el
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higado, blogueando la via de senalizacion de los TLRs y reprimiendo la inflamacion tisular
crénica (11,15,16). Por lo tanto, el funcionamiento normal del receptor FFAR4 podria impedir
la deposicion inadecuada de lipidos y el estrés inflamatorio en el higado y, en consecuencia,

la disminucion de los niveles séricos de ALT y GGT.

Los niveles séricos de GGT no han sido asociados a ninguna variante de FFAR4, siendo
esta asociacion novedosa para este gen. A pesar de que la principal protagonista del dafno
hepatico es la ALT, junto con la AST, los niveles séricos de GGT podrian también aumentar
levemente por los mismos procesos que elevarian los de ALT. De hecho, recientemente se
ha asociado un aumento anormal de GGT en sangre durante periodos determinados a un

incremento de la frecuencia de aparicidén de higado graso (75).

Aunque somos conscientes de que el numero de sujetos estudiados puede ser una
limitacion potencial por el hecho de que los resultados son mas fiables a medida que
aumenta el tamafio de la muestra, hemos establecido un umbral por debajo de la correccién
de Bonferroni para 3 SNPs, utilizando la de 4 SNPs previamente establecida. Esto nos

permitira reducir las posibilidades de obtener falsos positivos.

También nos gustaria destacar el rigor aplicado en el reclutamiento de la cohorte
analizada. El hecho de que el estudio esté realizado en nifios, podria reducir las diferencias
en gravedad y duracion de la obesidad que estan presentes en edades adultas y que podrian
enmascarar los efectos fisiopatoldgicos del receptor FFAR4. Ademas, este enfoque nos
permitid identificar mas facilmente los efectos de los marcadores genéticos frente a los de

los factores ambientales experimentados durante la vida humana.

En resumen, pensamos que la presencia del alelo menor del polimorfismo rs11187533
C/T podria considerarse como un factor de riesgo de tener niveles mas elevados de glucosa,
ALT y GGT en sangre en poblaciones en edades pediatricas con obesidad variable. Los
motivos por los cuales esta variante es capaz de producir estos efectos son de momento

desconocidos, pero podemos citar varias hipotesis:

e El alelo menor T de rs11187533 podria condicionar la regulacion del gen FFAR4
al afectar la transcripcién o el empalme de exones (“splicing”). El analisis “in

silico” realizado para el SNP rs11187533 en https://www.snp-nexus.
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org/index.htm no reveld ninguin elemento regulatorio sobre el que pudiera afecta
a la expresion de FFAR4.

o Alternativamente, podria estar estrechamente ligado a otras variantes proximas
a este y que fueran las verdaderas protagonistas de los efectos observados en
este estudio. Debido a su posicion dentro del intréon 2 (637 pb del exdn 3), lo
mas probable es que estas variantes se situaran proximas a la region de empalme

del exdn 3 o en la region 3'UTR.

Por todo ello, se llevaron a cabo 2 estudios mas para completar y determinar el efecto
de rs11187533 sobre la expresion de FFAR4 y su posible ligamiento a otras variantes
proximas a este SNP. Por una parte, se aprovechd el estudio de asociacion de la expresion
de FFAR4 con la obesidad y sus comorbilidades para analizar la media de expresion del gen
de cada uno de los genotipos de este SNP. Por otra parte, se realizd una secuenciacién de
la regién aguas abajo del SNP rs11187533 de individuos candidatos, en busca de variantes

fuertemente ligadas a este que pudiesen producir los efectos vistos en este analisis.
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6.2.ESTUDIO DE ASOCIACION DE LA EXPRESION DE FFAR4

Se observd que la expresion de ARNm de FFAR4 disminuye en nifios con obesidad en
comparacion con niflos con peso normal. De los 38 nifios estudiados, 29 nifios (76,32%)
presentaron una expresion menor que el pool de referencia (nifios con normopeso) y solo
9 nifios (23,68%) presentaron una expresidon mayor que pool de referencia (P=0,001)
(Figura 9).
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Figura 9. Se muestran los valores de expresiéon de FFAR4 de cada uno de los 38 casos
estudiados. Se agregd una linea roja al valor de 1, que indica el limite de pérdida o
ganancia de expresion. El p-valor muestra las diferencias entre la media de los valores
de la expresién FFAR4 y el valor de referencia 1 mediante la prueba t -Student de un
valor.

En cuanto a la evaluacidon de los niveles de expresion de FFAR4 de los genotipos del
SNP rs11187533, los nifos con genotipo C/C (N=17) presentaron una media de 222% de
0,661, mientras que los nifos con genotipos C/T-T/T (N=21) presentaron una media de 2"
AACt de 0,860. Utilizando la prueba t-Student se observd una diferencia significativa
(P=0,044) entre los dos grupos (Figura 10), lo que sugiere que la presencia del alelo
minoritario T del SNP rs11187533, ademas de estar asociada a una menor gravedad de las

comorbilidades de la obesidad, podria implicar una mayor expresion de FFAR4.
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Figura 10. Diagrama de cajas que representa
comparacion de los valores de expresidon de FFAR4 entre
los genotipos C/Cy C/T-T/T. El coeficiente estandarizado y
el p-valor de la prueba t de Student se encuentran en la
parte superior.
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El analisis de las correlaciones entre los valores de expresion de FFAR4y los parametros
asociados a comorbilidades de la obesidad mostré correlaciones significativas fuertes e
inversas con los valores de insulina (r=-0,43, P=0,008) y de HOMA-IR (r=-0,40, P=0,012)

(Figura 11).

Ademas, se observd una correlacion significativa de menos fuerza e inversa entre la
expresion de FFAR4y los valores de ALT (r=-0,32, P=0,048). Otros parametros como IMC

z-score, glucosa, colesterol, triglicéridos, AST, GGT y hsCRP no mostraron ninguna

correlacion significativa.
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Figura 11. Graficos de dispersion y linea de tendencia de las correlaciones entre la expresion de FFAR4 y la
resistencia a la insulina (HOMA-IR) (A) e insulina (B). Los coeficientes de Spearman (p) y sus valores P se adjuntan
en la parte superior derecha.

También realizamos el analisis comparativo de expresion de FFAR4 para la obesidad y
la resistencia a insulina utilizando variables dicotémicas. Encontramos que los nifios con
valores de IMC z-score mayores a 4 DE (N=18) presentaron una media de 222 de 0,661
(DE=0,255), mientras que los ninos con valores entre dos y cuatro DE (N=20) presentaron
una media de 222Ct media de 0,871 (DE=0,317). Asi, se observé una diferencia significativa
entre los dos grupos (P=0,032) (Figura 11). Por tanto, los nifios con obesidad extrema

mostraron valores significativamente mas bajos de expresion de FFAR4.

Con respecto a los valores de HOMA-IR, 24 nifios tenian valores por encima del valor
umbral establecido (3,42) y 14 nifios tenian valores de HOMA-IR por debajo del valor
umbral. Los nifios con niveles altos de HOMA-IR presentaron una media de 222t de 0,677
(DE=0,280), mientras que en los nifios con niveles normales de HOMA-IR la media de 224t
fue de 0,933 (DE=0,284). Se observd una diferencia significativa entre los dos grupos
(Figura 11). Los valores mas bajos de expresion de FFAR4 estuvieron presentes en nifios
con valores patoldgicos de HOMA-IR (P=0,012).
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Figura 11. Diagramas de caja que representan comparaciones entre medias de expresion de dos grupos
divididos por un umbral, para el IMC z-score (A) y el HOMA-IR (B). Los coeficientes estandarizados y los
valores P de la prueba t de Student y la prueba U de Mann-Whitney se encuentran en la parte superior.

El estudio de la expresion de FFAR4 en nifos con obesidad muestra lo siguiente: 1) el
alelo menor del SNP rs11187533 se asocid con una mayor expresion de FFAR4 en una
poblacion de nifios obesos; 2) encontramos una pérdida de expresion asociada con la
obesidad de estos ninos, especialmente con la obesidad extrema; y 3) se observaron valores
de expresion mas bajos de FFAR4 en los nifios con valores mas altos de HOMA-IR

encontrando también una correlacién negativa entre ellos.

Previamente, vimos que los genotipos C/T-T/T del SNP rs11187533 estaban asociados
con niveles mas bajos de glucosa y con marcadores de dafio hepatico. Esto demuestra que
la presencia del alelo T en una poblacién infantil con diferentes grados de obesidad
supondria un menor riesgo poblacional de tener valores elevados de estos parametros.
Ahora, se evidencia que los individuos con genotipos C/T-T/T de este SNP de FFAR4 tienen
un nivel medio de expresién del mismo gen significativamente mayor que el genotipo C/C,

vinculando los valores de expresion al fenotipo asociado al SNP.

Si pensamos en el SNP rs11187533 como actor principal por sus asociaciones con
glucosa, ALT y GGT en nifios con obesidad y por su relacion con los niveles de expresion de
FFAR4, se podria pensar en algun tipo de regulacién en el proceso de empalme del Gltimo

exon. Por otra parte, y como se ha comentado también en el apartado anterior, si el SNP
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rs11187533 estuviera fuertemente ligado a alguna o algunas variantes en regiones proximas
aguas abajo como el exon 3 o la regidon 3’'UTR, estas podrian producir indirectamente los

efectos que estamos viendo.

Es bien conocido que variantes en la region 3'UTR pueden causar los efectos que hemos
visto y existen numeros estudios que describen como la presencia de variantes en esta
region puede conducir a la alteracion de la expresidon del gen donde se encuentran (76) y
la consecuente modulacién del fenotipo que estos genes controlan, en nuestro caso, la
obesidad y sus comorbilidades (77). En la tercera parte de tesis, se ha realizado una
secuenciacion de esta region corriente abajo para buscar variantes fuertemente ligadas a
este SNP y que puedan influir en el fenotipo de estos niflos con obesidad y en los niveles

de expresion de FFAR4 encontrados.

Hemos demostrado que la mayoria de los nifios con obesidad incluidos en el estudio
(76%) presentaban una reduccion en la expresion de FFAR4y que los valores mas bajos se
encuentran en los individuos con obesidad extrema. Estos resultados confirmarian lo
expuesto en la bibliografia previa, donde se ha documentado la asociacion de la

infraexpresion de FFAR4 en sangre con la obesidad (63,64).

Gozal et al. demostrd una correlacion significativa negativa entre los niveles de FFAR4
y el IMC z-score (63). En este estudio, fueron estudiados 226 nifios a los que se les extrajo
sangre en ayunas para cuantificar los niveles de expresion de ARNm de FFAR4 en monocitos
y los niveles de la proteina FFAR4 en sangre. A pesar de que encontraron una correlacion
significativa entre el IMC z-score y los niveles proteicos de FFAR4 en sangre, la asociacion
de este mismo parametro con los niveles de expresion de FFAR4 por ARNm no estan claros,
encontrando solo una tendencia a la bajada de expresién de FFAR4 en obesos. Por el
contrario, si se obtuvieron valores estadisticamente significativos con el ARNm de FFAR4
cuando se compararon los nifios que padecian apnea obstructiva nocturna y los que no la

padecian.

Existe otro estudio intimamente relacionado al nuestro, donde si se encontré una
asociacion significativa inversa entre la expresiéon de ARNm de FFAR4 (en tejido adiposo
visceral y en células mononucleares de sangre periférica humana) y la obesidad,

principalmente en la obesidad extrema (64). En este trabajo se analizaron las diferencias de
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expresion de ARNm de FFAR4 entre un grupo de 13 adultos no obesos y 33 adultos con
obesidad mdrbida. Se encontréd una infraexpresion de FFAR4 en células mononucleares
sanguineas de los individuos con obesidad morbida. Esta infraexpresion se vio todavia mas
acusada cuando se sometieron a los dos grupos de estudio a una comida rica en grasas 3
horas antes de la medicion. En este estudio, al igual que en el nuestro, se pone de manifiesto
la incapacidad para mantener una expresion de FFAR4 basal adecuada cuando los individuos

tienen niveles de obesidad extrema.

Los mecanismos por los que una infraexpresion generalizada (si se diera el caso) de
FFAR4 se relaciona con el aumento de peso no son bien conocidos, aunque existen
diferentes razones propuestas. Cabe destacar también que todos los resultados
evidenciados en este tipo de correlaciones podrian darse en cualquiera de las dos
direcciones, es decir, que la infraexpresion de FFAR4 aumente los niveles de obesidad en
estos individuos o que la obesidad esté afectando de una manera u otra a la expresion de
FFAR4. Ademas, cabe la posibilidad de que una variable afecte a la otra y viceversa,
elevandose reciprocamente durante un tiempo prologado. Esta incertidumbre se aplicara

también al resto de variables estudiadas.

Si nos centramos en la infraexpresion de FFAR4 como protagonista del aumento de la
obesidad podemos pensar que los efectos observados se deben a la desregulacion del gasto
energético que ya se demostrd en ratones deficientes en FFAR4 (10). Hay que tener en
cuenta la multitud de hormonas relacionadas con el metabolismo que controla FFAR4, sobre
todo las que controlan el balance de glucosa en sangre. También es importante el papel de
FFAR4 en el tejido adiposo donde expresado en la superficie de adipocitos indiferenciados,

es capaz de responder a sus ligados promoviendo la mitosis y la adipogénesis (47).

Otra posible explicacion seria la relacionada a un control deficiente del apetito, ya que
FFAR4 posee un nivel de expresion elevado en el nicleo arqueado del hipotdlamo y media

en los efectos de los acidos grasos en la inhibicion del apetito (78).

En cuanto a la relacién entre el gen FFAR4 y las comorbilidades relacionadas con la
obesidad, encontramos una asociacion entre la expresion de FFAR4y los niveles de insulina
y de HOMA-IR. Los efectos sobre la funcion sensibilizadora de la insulina de FFAR4 estan

mediados principalmente por los macréfagos (11,15,16). La activacion de FFAR4 por sus

52



ligandos en la superficie de los macrofagos puede mantener un estado de sensibilidad a la
insulina in vivo a través de la supresion de la inflamacion tisular. EI FFAR4 activado es capaz
de bloguear la via de inflamacion del factor nuclear kappa-B (11,15,16). Si esta via de
sefalizacion inflamatoria no se bloquea adecuadamente, se produce un aumento de la
liberacion de citoquinas inflamatorias que puede producir un aumento de la resistencia a

insulina en el tejido colindante.

Por otro lado, se ha demostrado que la activacion de FFAR4 también inhibe la induccidn
de ciclooxigenasa-2, aumentando la liberacidn de prostaglandina E y la produccién de
interleucina-6 (79). De un modo similar, se ha descubierto recientemente que FFAR4
también regula el balance de las oxilipinas, implicadas también en la inflamacién

generalizada, la insuficiencia cardiaca y el sindrome metabdlico (80).

Todas estas citoquinas reducen la expresion de los genes del receptor de insulina y
reducen la activacion de la proteina quinasa B en sus tejidos diana. Ambos procesos
disminuyen la translocacion del receptor de insulina y la expresion de GLUT4, lo que conduce
a la resistencia a la insulina (11,15,16). Ademas, es bien conocido que la activacion y
posterior migracion de los macrofagos al pancreas podria modular la produccidn de insulina
mediante la liberacién de citoquinas inflamatorias en los islotes de Langerhans (81,82). Esto

produciria un aumento en la liberacién de insulina y, por lo tanto, hiperinsulinismo (83).

Por todo lo expuesto, una correlacion significativa inversa entre la expresion de FFAR4
en células nucleares sanguineas (principalmente monocitos, que es donde se expresa de
forma elevada) y los valores de HOMA-IR seria una asociacién que iria en consonancia con
la bibliografia previa, donde se exponen ademas varias vias para la posible relacién de FFAR4
con la resistencia a insulina. Al contrario que con la obesidad, en este caso si que podriamos
exponer la hipdtesis de que es la bajada de expresién de FFAR4 en estos monocitos, los
cuales posteriormente se transformaran en macréfagos, la que produce un aumento de la
HOMA-IR.

El articulo de Gozal et al., ya comentado para la asociacidén de expresion de FFAR4 con
la obesidad, también contiene un analisis de correlacion entre los niveles totales de proteina
FFAR4 en sangre y los valores de HOMA-IR de estos individuos. Al igual que en nuestro

estudio, obtuvieron una correlacion negativa significativa entre estos dos parametros.
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También encontramos una asociacion de menor fuerza entre los valores de ALT,
indicativo de dafio hepatico, y la expresion de FFAR4, la cual va en consonancia con la
bibliografia previa al respecto. La relacion entre las alteraciones en la funcidon del receptor
FFAR4 y la enfermedad del higado graso han sido previamente demostradas en nifios con
obesidad (13). Se ha documentado una mejora significativa en los valores de ALT en sangre
después de la suplementacion de estos individuos con omega-3 en la enfermedad del HGNA
(84). Ademas, se ha visto recientemente que estos efectos beneficiosos de los omega-3 se

producen via FFAR4 en los adipocitos, disminuyendo la inflamacion de estos Ultimos (85).

Por otro lado, en estudios con animales de experimentacion, se vio que la
suplementacién con omega-3 disminuia los valores de ALT en sangre de ratones de tipo

salvaje, pero no en ratones knock-out para FFAR4 (12).

Se deben abordar varias limitaciones para evaluar la importancia potencial de nuestros
hallazgos. En el presente estudio, el nUmero de sujetos estudiados fue limitado, pero las
condiciones fueron estrictamente controladas. Ademas, todos los nifios siguieron el mismo
horario de la cena anterior y consumieron el mismo tipo de alimentos. Esta observacion es
importante porque se sabe que este gen puede verse muy afectado por el tiempo

transcurrido desde la ingesta y el tipo de alimentacion (64).

Encontramos una relacion entre la disminucién de la expresion del ARNm de FFAR4, la
obesidad y sus comorbilidades, aunque en esta relaciéon, como ya se ha comentado, no
sabemos quién esta modulando al otro, es decir, podria ir en cualquier direccién e incluso
las dos a la vez, modulandose reciprocamente. Los argumentos que definen a la
infraexpresion de FFAR4 como protagonista de la modulacion de los parametros estudiados
ya han sido expuestas a lo largo de la discusién. Sin embargo, no se han comentado los
posibles mecanismos por los que un estado de sobrepeso u obesidad (con sus respectivas
comorbilidades) durante un tiempo prolongado podria alterar de manera definitiva o
transitoria la expresion de FFAR4. Estos procesos son llevados a cabo mediante
modificaciones epigenéticas que son capaces de modular la expresion de los genes como la
metilacion de ADN, la modificacion de histonas, las alteraciones de la estructura de la
cromatina y las diferentes funciones de los ARNs no codificantes como los microARNSs.

Existen multitud de trabajos que nos hablan de las reprogramaciones epigenéticas
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producidas desdrdenes metabdlicos como la obesidad y sus comorbilidades, a corto o a
largo plazo (86). Esta modulacion puede implicar a genes directamente relacionados con el
metabolismo (sobre todo los genes que controlan la funcién endocrina), pero también a

otros genes que no lo estan, como los que controlan el sistema inmunoldgico (87).
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6.3.ESTUDIO DE SECUENCIACION DEL GEN FFAR4

Los dos amplicones de cada uno de los 10 individuos del estudio se secuenciaron con
éxito y la calidad de las secuencias fue lo suficientemente buena para poder leer

correctamente las secuencias seleccionadas.

Ademas del SNP rs11187533 C/T (SNP de referencia), se encontraron variaciones
genéticas en 11 SNP descritos previamente (rs11187534 G/A, rs12241416 G/A, rs60239627
G/A, rs17108968 G/A, rs11187535 G/T, rs11187536 G/T, rs11187537 G/C, rs61254968 C/T,
rs11187538 C/G, rs11187539 G/A, rs41290218 C/A). Diez de ellos estaban ubicados en el
ultimo intrén del gen FFAR4 y uno en la region 3'UTR (rs41290218 C/A). No se encontraron

variantes en el exén 3. Tampoco se encontraron inserciones ni deleciones (Tabla 3).

Tabla 3. Genotipado de los SNPs encontrados por secuenciacion aguas abajo del SNP rs11187533 C/T.

Casos rs11187533 | rs11187534 | rs12241416 | rs60239627 | rs17108968 | rs11187535 | rs11187536 | rs11187537 | rs61254968 | rs11187538 | rs11187539 | rs41290218

CIT G/A G/A G/A G/A GIT GIT G/C CIT CIG G/A CIA
1 C/IC G/G GIG G/G G/G GIG G/G G/G CiIC CiIC G/G CIC
2 CIC G/IG GIG G/IG G/IG GIG G/G G/G CIC CIC G/IG CIC
3 C/IC G/G GIG G/G G/G GIG G/G G/G CiIC CIG G/G CIC
4 CIC G/A GIG G/IG G/IG GIG G/IG G/IG CIC CIG G/A CIC
5 CIC G/G GIG G/G G/G GIG G/G G/G CIC CIC G/G CIC
6 CIT G/A G/IA G/IG G/IG GIT GIT G/IC CIC G/IG AIA CIA
7 CIT G/G G/A G/A G/A GIT GIT G/C CIT CIG G/A CIC
8 CIT G/IG G/IA G/IG G/IG GIT GIT G/IC CIC CIG G/A CIA
9 CIT G/G G/A G/G G/G GIT GIT G/C CIC CIG G/A CIA
10 CIT G/IG G/IA G/IG G/IG GIT GIT G/IC CIC CIG G/A CIA

El SNP rs11187533 aparecio fuertemente ligado a los SNPs rs12241416 G/A, rs17108968
G/A, rs11187535 G/T, rs11187536 G/T y rs11187537 G/C (Tabla 4). Cuando el SNP
rs11187533 se presenta como homocigoto C/C estos 4 SNPs aguas abajo se presentan
mayoritariamente como homocigotos G/G y cuando el SNP rs11187533 se presenta como
heterocigoto C/T los otros cuatro SNPs se presentan mayoritariamente como heterocigotos
G/A, G/T y G/C. Este hecho nos reveld la presencia de dos haplotipos con una fuerte
presencia de ligamiento entre estos 5 SNPs: el haplotipo mas frecuente C-G-G-G-G vy el
menos frecuente T-A-T-T-C (Tablas 3, Tabla 4).
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Tabla 4. Desequilibrio de ligamiento entre el SNP rs11187533 y los otros 11 SNP identificados.

online SNP Stats.

Se utilizo la herramienta

rs11187534 | rs12241416 | rs60239627 | rs17108968 | rs11187535 | rs11187536 | rs11187537 | rs61254968 | rs11187538 | rs11187539 | rs41290218
G/A G/A G/A G/IA GIT GIT G/C CIT C/IG G/IA C/A
D=0 D=0.1874 | D=0.0374 | D=0.0374 | D=0.1874 | D=0.1874 | D=0.1874 | D=0.0374 | D=0.1499 | D=0.1624 D =0.15
1511187533 D'=0 D'=0.9996 | D'=0.9985 | D'=0.9985 | D'=0.9996 | D'=0.9996 | D'=0.9996 | D'=0.9985 | D'=0.9995 | D'=0.9996 | D'=0.9997
CIT r=0 r=0.9996 r=0.3968 r=0.3968 r=0.9996 r=0.9996 r=0.9996 r=0.3968 r=0.7068 r=0.7865 r=0.8657
valorP=1 | valorP=0 V%.OO'}Z = V%fg;é = valorP=0 | valorP=0 | valorP=0 va(;?()r?%= vglgg;’; VS!SBS; VS!SBS;

Ademas, el SNP rs11187533 aparecia ligado con menos fuerza a los SNPs rs11187538
C/G, rs11187539 G/A y rs41290218 C/A. El mas ligado a rs11187533 de estos 3 SNPs fue
rs41290218, que solo mostrd discordancia en 1 caso de los 10 casos que teniamos y que

muestra una correlacion de r=0,8657 (Tabla 4, Tabla 5).

En cuanto a los datos de ligamiento entre SNPs almacenados en bases de datos, se
realizd un analisis de la region entre el SNP rs11187533 y el SNP rs41290218 del gen FFAR4
(localizacion: 10:93586500-93587839), utilizando para ello la herramienta on-line de la web
de Ensembl (https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Location/LD). Se utilizaron los datos
de poblaciones ibéricas de Super-Population, 1000 GENOMES, Phase 3, EUROPE; que

contienen datos de genotipado de 503 individuos (Figura 12).

En la figura 12 se pueden ver los SNPs comunes en esta poblacién, los cuales coinciden
al 100% con los SNPs identificados en la secuenciacion realizada. Siguiendo hacia abajo se
puede seguir la marca del SNP hasta el mapa de calor que indica los niveles de ligamiento
entre los SNPs analizados. En este tipo de grafico, un color mas rojizo entre cada uno de
los puntos de corte entre los SNPs indica un valor de r mas elevado y, por tanto, un mayor
ligamiento entre ellos. Se puede ver como desde el SNP rs11187533 se extiende una franja
rojiza en diagonal que abarca a la mayoria de SNPs, los cuales estan ligados a este con altos
valores de r (r>0,8). Los 3 SNPs que en nuestro estudio tienen valores mas bajos de
ligamiento coinciden con las 2 partes mas claras de esta franja rojiza, indicando un valor

menor de ligamiento (Figura 12).
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La presencia de un haplotipo estable entre el SNP rs11187533 y los 4 SNPs que hemos
visto podria indicar que los efectos sobre el fenotipo que observamos previamente asociados
al SNP rs11187533 podrian provenir de cualquiera de estos. Ademas, los otros 3 SNPs
vinculados con menor fuerza podrian estar influyendo también en el fenotipo final,
especialmente, el rs41290218 que obtuvo el valor mas alto de ligamiento de los 3 (Tabla 4)
y, ademas, se localiza en una regién reguladora (3'UTR). Cabe destacar que otros SNPs no
localizados en este analisis, tanto aguas arriba como abajo de la regién que hemos

secuenciado, podrian estar afectando también al fenotipo final.

En un estudio reciente de SNPs del gen FFAR4 (59), uno de los SNPs que componen el
haplotipo mas estable descrito (4 SNPs), el rs11187537, se asocid con niveles altos de
insulina en ayunas (valor P=0,003) y el HOMA-IR (valor P=0,01) en un analisis de asociacion
genética con la interaccion de una dieta especifica. Cuando analizaron los efectos de este
SNP a nivel molecular vieron que podria crear un sitio aceptor para un empalme alternativo
(alternative splicing), pero los ensayos /n silico predijeron que el impacto de los alelos de
este SNP sobre el splicing del exon 3 eran modestos. También analizaron el SNP rs11187534,

pero no demostraron ninguna interaccion gen-dieta.

Vamos a centrarnos en el SNP rs41290218 (Figura 13) que, como ya se ha comentado,
es el SNP con mayor valor de ligamiento al SNP rs11187533 de los 3 SNPs ligados con menos
fuerza, y ademas esta localizado en la region regulatoria 3'UTR del gen FFAR4. El valor de
ligamiento r entre rs11187533 y rs41290218 obtenido en nuestro estudio de secuenciacion
con 10 individuos (0,8657) es mas bajo que el obtenido en la base de datos del Ensembl
visto anteriormente (0,9132). Al proceder este Ultimo dato de un analisis con un tamafio
poblacional mayor, es muy probable que el valor de ligamiento r sea mas fiable.
Exactamente, rs11187533 estd ubicada a 15 pb aguas abajo del comienzo de la regidn
reguladora 3'UTR, muy proximo, por tanto, al final del exén 3. Esta variante no esta
reportada en la base de datos de ClinVar y no se ha encontrado ninguna publicacion

relacionada con ella.

El software en linea de mirdb.org predice la localizacién de una diana de un microARN
justo sobre el SNP rs41290218 (5'-agc[c]gag-3'). Se trata del micro-ARN hsa-miR-4638-5p

(5"-acuc[g]gcugcgguggacaagu-3’), el cual es el tercer microARN con mejor puntuacion diana
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que predice mirDB para el gen FFAR4. Ademas, esta diana en FFAR4 es la cuarta en

importancia que predice este software para este micro-ARN.

Como es bien sabido, los microARNs reducen la expresion de un gen al inhibir la
traduccién de este y reducir el nimero de copias de ARNm disponibles (88). Los
polimorfismos en las dianas de estos microARNs pueden modificar la regulacion sobre estos
genes diana causando sobreexpresion o infraexpresion (89). Ademas, se ha demostrado
que estos polimorfismos en estas dianas pueden causar enfermedad o empeorarla. Esto
seria muy importante en la desregulacion de los oncogenes donde una mutacién en el
microARN o en su diana podria causar una sobrexpresion del oncogén, produciendo la

proliferacion descontrolada del tejido donde se exprese (90).

Figura 13. Detalle del SNP
rs41290218 (marcado con flecha
roja) en heterocigosis (C/A)
obtenido del software Chromas.

El hecho de que exista una variante genética en la diana de FFAR4 para el microARN
hsa-miR-4638-5p como en este caso, con un cambio de G por A, dificultaria la unién de este
micro-ARN a su diana, y por tanto, la inhibicién que hace sobre la traduccién de FFAR4
podria verse reducida. De esta manera, se podria explicar como una variante en la diana
del micro-ARN podria aumentar ligeramente la expresion de FFAR4, y en consecuencia

aumentar su funcion y el impacto sobre el fenotipo al que se asocia.
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Son numerosos los estudios que definen este tipo de variantes sobre dianas de
microARNs. Recientemente, se ha publicado un estudio que asocia la variante rs1046322,
situada en la regidon 3'UTR del gen la wolframina (WFS1) con la obesidad (91). Se trata de
una proteina transmembrana del reticulo endoplasmatico que se expresa en diferentes
tejidos (como cerebral y pancreatico) y cuya funcion exacta todavia no esta del todo clara.
La ausencia total o parcial de esta proteina puede conllevar trastornos neurodegenerativos,
diabetes u obesidad. Esta variante dificulta la union del microARN-668 a esta region y, por

tanto, dificulta la inhibicion de la traduccién del gen WFS1.

Si tenemos en cuenta que el cambio de G por A en el SNP rs41290218 aparece ligado
con una frecuencia elevada al cambio de C por T de rs11187533, podriamos predecir que
los cambios de expresidn y fenotipicos que se pudieran producir con la presencia de la A en
la primera variante se producirian con mucha frecuencia con la presencia de T en la
segunda. Es decir, que los efectos observables podrian ser similares en cualquiera de las

dos variantes.

En resumen, rs41290218 podria estar afectando o provocando, en gran parte, de los
efectos observados para rs11187533, teniendo, en este caso, una explicacion molecular
concreta que los respalde. La variante rs11187537 podria estar colaborando también, con
su posible efecto sobre el empalme de exones (59), produciendo un efecto sumatorio. A
pesar de ello, pensamos que la asociacion observada en rs11187537 podria ser debida al
SNP rs41290218, ya que en poblaciones ibéricas (datos de Ensembl) tienen entre ellas el
mismo valor de ligamiento r que rs11187533 y rs41290218 (0,9132).

Solo se ha documentado un trabajo que relacione el gen FFAR4 con microARNs (92).
Este estudio se centra en la regulacién de FFAR4 sobre la termogénesis del tejido adiposo
marron, mediante la regulacidn positiva de diversos microARNs. No habla en ningun caso

de las posibles dianas para microARNs sobre la secuencia de FFARA.
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7. CONCLUSIONES FINALES

Este estudio confirmaria la importancia que tiene el gen FFAR4 en la obesidad y sus
patologias asociadas, ya descritas previamente en numerosos trabajos. La capacidad de
entender por completo como funciona el receptor FFAR4, qué niveles de expresidn presenta
en diferentes ambientes, cuales son sus variantes deletéreas o cuales son sus agonistas
mas selectivos, nos permitira en un futuro comprender mejor el proceso de transicion
obesidad-comorbilidades y nos podria facilitara el tratamiento de los individuos con

obesidad.

Parte de estos hallazgos (estudio de SNPs y estudio de la expresion) han sido publicados
ya en dos articulos en dos revistas distintas por el mismo autor principal de esta tesis

doctoral (93,94). Estos articulos se adjuntan en los Anexos de esta tesis.

e Conclusion 1:
Hemos demostrado que el alelo menor T del SNP rs11187533 estd asociado a
niveles mas bajos de glucosa ALT y GGT. Por ello, poseer este alelo podria atenuar
las consecuencias metabdlicas que acompanan a la obesidad y podria ayudar a
completar, junto a otras variantes de otros genes, la identificacién de individuos
obesos metabdlicamente sanos a edades tempranas. Encontramos una asociacion
significativa entre los niveles de expresion de los genotipos del SNP rs11187533
de FFARA4. El genotipo C/C present6 significativamente menos expresion de FFAR4
que los genotipos C/T-T/T. Por tanto, los efectos del SNP rs11187533 en las
comorbilidades de la obesidad podrian estar relacionados con la expresion

insuficiente del gen FFAR4 asociado con el alelo mayor C.

e Conclusion 2:
Hemos observado que la obesidad extrema en los nifos se asocia con una
expresion insuficiente de FFAR4. Ademas, encontramos una correlacion negativa
significativa entre los niveles de expresion de FFAR4y los niveles de insulina y

HOMA-IR. Esto seria una prueba directa de la relacidn reciproca entre la regulacion
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del gen FFAR4y las comorbilidades de la obesidad. Creemos que estos resultados
son importantes para la evaluacién temprana de la obesidad en nifos y nos ofrecen

mas informacidn sobre cdmo se comporta este gen en nifios con obesidad.

Conclusion 3:

Encontramos una asociacion significativa entre los niveles de expresion de los
genotipos del SNP rs11187533 de FFAR4. El genotipo C/C presentd
significativamente menos expresién de FFAR4 que los genotipos C/T-T/T. Por
tanto, los efectos del SNP rs11187533 en las comorbilidades de la obesidad podrian
estar relacionados con la expresion insuficiente del gen FFAR4 asociado con el

alelo mayor C.

Conclusion 4:

Por ultimo, hemos identificado un haplotipo bastante frecuente en nuestra
poblacién de estudio, asociado al SNP rs11187533 del gen FFAR4, que incluye 7
SNPs con un alto nivel de ligamiento aguas abajo del mismo gen. Esto demostraria
que los hallazgos encontrados previamente para este SNP podrian deberse a
cualquier SNP de este haplotipo. Uno de estos SNPs, rs41290218, es una diana
muy probable para el micro-ARN hsa-miR-4638-5p. Otro de ellos, el rs11187537,
mas ligado aun que el anterior, podria tener un efecto relativo sobre el empalme
de exones y producir un efecto sumatorio. Los procesos regulatorios a nivel
molecular de estos dos SNPs podrian explicar la regulacion positiva asociada con
el alelo menos frecuente de SNP rs11187533 y la asociacién con diferentes

fenotipos en poblacién infantil con obesidad.
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RESUMEN CONCLUSIONES

e El alelo T del SNP rs11187533 de FFAR4 esta asociado a niveles mas bajos de
glucosa, ALT y GGT.

e La obesidad extrema en los niios se asocia con una baja expresion de FFAR4 y
existe una correlacion negativa significativa entre los niveles de expresion de

FFAR4 y los niveles de insulina y HOMA-IR.

¢ Los individuos con genotipo C/C para rs11187533 presentan significativamente

menos expresion de FFAR4 que los genotipos C/T-T/T.

e EISNPrs11187533 se presenta fuertemente ligado a 7 SNPs mas aguas abajo de
este, dos de los cuales (rs41290218 y rs11187537) presentan ciertas
caracteristicas que los hace candidatos a producir los efectos observados en

este SNP.
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8. DESARROLLO FUTURO DEL TEMA TRATADO

Actualmente, siguen apareciendo numerosos estudios que buscan posibles relaciones
entre las funciones fisioldgicas del receptor celular FFAR4 y multitud de patologias de
caracter metabdlico. Son de especial relevancia los trabajos que se centran en la blsqueda
de agonistas de FFAR4 para su posterior uso en el tratamiento de patologias de caracter
metabdlico como la Diabetes Mellitus Tipo II (95) o patologias de caracter inflamatorio como
la enfermedad inflamatoria intestinal (96,97). Los agonistas derivados de la molécula TUG-
891 han sido los mas importantes en los Ultimos anos, cultivos e in vitro, sobre todo en el
tratamiento de la resistencia a insulina y la inflamacién, asi como en la DMII (98). Ademas,
se estan llevando a cabo también algunos ensayos clinicos como el ya completado con la
molécula KDT501 (99).

Tanto los estudios de asociacién de SNPs de FFAR4 como sus niveles de expresion con
diferentes patologias podrian ser utiles en un futuro préximo en este tipo de estudios
nutrigenéticos, con el objetivo de realizar una suplementacion mas especifica con omega-3
0 agonistas selectivos como TUG-891. Para obtener un mayor rendimiento de los
tratamientos en este tipo de estudios los individuos podrian ser agrupados por genotipos o
niveles de expresion del gen FFAR4y, de esta manera, controlar mejor los efectos de la

activacion del mismo.

Para completar los analisis realizados en nuestro trabajo y avanzar en el conocimiento
del gen FFAR4y su papel en los procesos relacionados con la obesidad, se podrian llevar a

cabo diferentes tipos de estudios que se describiran a continuacion.

Para ampliar el conocimiento de las variantes genéticas de FFAR4, seria interesante
realizar otro estudio de SNPs con el rs11187533 y el rs41290218 junto con otros SNPs que
no formaran parte de este bloque de ligacion y combinarlo con una dieta especifica
suplementada con DHA. De esta manera, se podria valorar la modulaciéon de estos SNPs
sobre la activacion directa del gen FFAR4. Seria interesante mantener las caracteristicas de
la poblacién en los que se refiere a sus edades y grado de obesidad, pero aumentar el

tamano de la muestra.
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Para analizar de manera mas completa los niveles de expresion de cada uno de los
alelos de los SNPs rs11187533 y el rs41290218, se podria realizar una prueba de
funcionalidad en modelos celulares humanos (63). De esta manera, se realizarian
clonaciones con construcciones de distintas combinaciones de alelos de estos dos SNPs y se

mediria su expresion con la actividad de la luciferasa de las construcciones.

En cuanto al SNP rs41290218 como diana del hsa-miR-4638-5p, se podria realizar un
ensayo de expresion similar al anterior, pero combinado con la presencia o ausencia del
mismo microARN (100). Asi, se podria comprobar si de verdad hay una inhibicion real de la
expresion de FFAR4 Yy si esta inhibicion se ve afectada por la presencia del alelo menor de

este SNP, situado en su diana.

Si queremos seguir indagando en los niveles de expresion de FFAR4 en nifos con
obesidad y su relacion con las comorbilidades de esta obesidad, seria interesante ahora
estudiar los niveles de expresién en otros tejidos donde se exprese en abundancia. Este tipo
de estudios son dificiles de realizar en humanos ya que en muchos casos como el pancreas,
el hipotalamo, el higado o el tejido adiposo la posibilidad de obtener una muestra para su
analisis es imposible en nifos. En adultos, seria posible obtener muestras de tejido adiposo
de las liposucciones, donde se ha demostrado un papel muy importante de FFAR4 (101).
Esto seria interesante ya que todos estos individuos tendrian obesidad extrema y ya hemos
demostrado que, en estos casos, es cuando hay una infraexpresion mas notoria. Por otra
parte, y como es mas comun en la mayoria de la bibliografia, este tipo de estudios se llevan

a cabo en modelos animales o cultivos celulares.
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Abstract

Introduction: Genetic factors can modulate the develop-
ment of associated comorbidities in obesity. It has been
shown that loss-of-function variants of the free fatty acid re-
ceptor4 (FFAR4) gene negatively affect obesity comorbidities
such as insulin resistance and fatty liver disease. Objective:
To test the relationships of metabolic factors in children with
obesity with variants of the FFAR4 gene. Methods: We per-
formed an association study of 3 single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) of FFAR4 (rs10882273 T>C, rs12243124 T>C,
and rs11187533 C>T) covering the last intron and last exon
of FFAR4 in a cohort of 203 children with obesity. Cardiomet-
abolic factors were determined, including parameters relat-
ed to insulin resistance, liver injury, and high-sensitivity C-
reactive protein as an inflammatory marker. Results: Signifi-
cant genotype — phenotype interactions occurred between
the rs11187533 SNP and glucose levels (p = 0.011). More-
over, we identified 2 marginally significant associations be-
tween this SNP and the hepatic enzymes alanine amino-
transferase (p = 0.022) and gamma-glutamyltransferase (p =
0.015). The homozygous minor allele genotype (TT) was as-

sociated with a decrease in glucose levels. Conclusion: The
homozygous minor allele genotype of the rs11187533 SNP
might be protective against metabolic consequences ac-
companying obesity and could allow the identification of
metabolically healthy obese individuals at early ages.

© 2020 S. Karger AG, Basel

Introduction

Obesity is a multifactorial disease that involves both
environmental and genetic factors. However, many stud-
ies suggest a stronger genetic component in humans with
obesity. Some studies report that as much as 70% of the
population variance in body mass index (BMI) or related
measures of adiposity is attributable to inherited factors,
and this percentage is further increased when pediatric
obesity is considered [1].

In children, excess body fat can negatively affect future
health. Specifically, obesity has been associated with sev-
eral comorbidities that increase the risk of cardiovascular
diseases, type 2 diabetes, and some cancers in adult life.
The worst metabolic profile includes a combination of
impaired glucose tolerance, dyslipidemia, hypertension,
and systemic inflammation. Nevertheless, the mecha-
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nisms by which nutritional excess leads to metabolic
complications are not well characterized and remain
widely debated, and obesity-related metabolic distur-
bances vary widely among individuals with obesity [2].

In this context, obese but metabolically healthy sub-
jects have been identified who do not present associated
cardiovascular risk [3] or insulin resistance [4] despite
exhibiting a high BMI. The genetic factors involved in the
subset of individuals with obesity who do not display dis-
turbed metabolic profiles or an increased risk of cardio-
metabolic disease remain an area of continued study.

To date, relatively few studies have specifically fo-
cused on the interactions between childhood obesity and
genetic polymorphisms in the development of metabol-
ic complications. The identification of genetic markers
that distinguish metabolically healthy or unhealthy
obese individuals at an early age could be useful for the
planning of interventions prescribed to children with
obesity [5].

The free fatty acid receptor 4 (FFAR4) gene, also known
as G-protein-coupled receptor 120, is a candidate gene en-
coding a cellular membrane receptor that binds omega-3
and -6 long-chain fatty acids [6]. FFAR4 is ubiquitously
expressed and has recently been shown to modulate a va-
riety of important anti-inflammatory and metabolic pro-
cesses. The binding of the FFAR4 membrane protein to
its ligand triggers several cellular signaling pathways and
improves chronic low-grade inflammation elicited by in-
sulin resistance [7, 8]. Moreover, FFAR4 is an important
gene in the regulation of insulin secretion and glucose
homeostasis and plays a role in type 2 diabetes patho-
physiology [9]. Dysfunction of the FFAR4 gene induces
obesity in humans and mice [10] and is associated with a
poorer prognosis of several obesity comorbidities, in-
cluding nonalcoholic steatohepatitis [11].

Some single-nucleotide polymorphisms (SNPs) of
FFAR4 showing a significant association with obesity or
obesity-related parameters have been described [12, 13].
Among these polymorphisms, the p.R270H loss-of-func-
tion variant of FFAR4 (rs116454156) is the most exten-
sively studied. It increases inflammation in adipose and
hepatic tissues, favoring the development of comorbidi-
ties [14, 15]. However, p.R270H is not highly represented
in European populations [16].

The aim of the present study was to test the relation-
ships of the glucidic profile, parameters of liver injury,
and inflammatory markers with 3 SNPs of FFAR4 locat-
ed in a region covering the last intron and last exon of
FFAR4 (rs10882273 T>C, rsl12243124 T>C, and
rs11187533 C>T). Our analysis therefore covered the ad-

2 Ann Nutr Metab
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jacent region of the p.R270H variant and the splicing site
of the last exon. We tested these relationships in children
with obesity who had normal fasting glucose values and
no clinical evidence of liver steatosis, dyslipidemia, or
hypertension, who were thus considered to be metaboli-
cally healthy.

Materials and Methods

The study population included a cohort of 203 Caucasian chil-
dren aged 5-16 years (106 boys and 97 girls) who were studied for
obesity in the Pediatric Nutrition Unit of Dr. Peset University Hos-
pital with a BMI Z-score higher than 2 standard deviations accord-
ing to the World Health Organization standards. The Hospital
Ethics Committee approved the clinical and genetic studies. All
parents and participants older than 12 years provided written in-
formed consent.

Biochemical parameters (glucose, insulin, cholesterol and frac-
tions, triglycerides, alanine aminotransferase [ALT], aspartate
aminotransferase [AST], and gamma-glutamyltransferase [GGT])
were measured in serum via direct methods (Architect C 16000;
Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA). The homeostasis mod-
el assessment for the insulin resistance index (HOMA-IR) was cal-
culated as the fasting insulin level (uU/mL) x fasting glucose
(mmol/L)/22.5 [17]. High-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP)
levels were measured by immunonephelometry in a Beckman Im-
mage 800 analyzer (Beckman Coulter Canada Inc., Mississauga,
ON, Canada). Abdominal echography was performed as a habitu-
al clinical practice with a UGEO HM70A system with an L5-13
linear probe (Samsung Medison, Gyeonggi-do, Republic of Ko-
rea).

We used Gene Tagger in the Haploview version 4.2 software to
choose the SNPs that were most appropriate for the current study.
A cutoff of * 0.8 for a proxy and a minor allele frequency =5%
were used to analyze the region between the last intron and the 5'-
UTR of the FFAR4 gene. The 3’-UTR rs10882273 T>C variant and
2intron variants, rs12243124 T>C and rs11187533 C>T, were cho-
sen. We did not find any significant associations that were previ-
ously described between the selected SNPs and any parameter re-
lated to obesity in the genome-wide association studies catalog of
the NHGRI-EBL

The genotyping of the FFAR4 rs10882273 T>C, rs12243124
T>C, and rs11187533 C>T SNPs was performed using TagMan
SNP genotyping on demand assays (Thermo-Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA). Genomic DNA was obtained from periph-
eral white blood cells with the QITAamp DNA Blood Mini Kit (Qia-
gen, Izasa, Madrid, Spain).

The statistical analysis of the association of the SNPs with clin-
ical variables was performed with the SnpStats software of the Cat-
alan Institute of Oncology (available in https://www.snpstats.
net/). All association analyses were adjusted for obesity. Blood
variables that define liver inflammation (AST, ALT, and GGT),
vascular inflammation (hs-CRP), fasting glucose levels, and
HOMA-IR were quantitatively tested assuming a unique popula-
tion and linear regression models. The genotypes were grouped
into 5 models of inheritance (codominant, dominant, recessive,
additive, and overdominant). To select the best inheritance mod-

Codoiier-Alejos/Carrasco-Luna/Codoner-
Franch

/16/2020 5:06:16 PM



Table 1. Allele frequencies, genotype frequencies and Hardy-Weinberg equilibriums of the SNPs included in the

study
SNP ID Allele frequencies Genotype frequencies Hardy-Weinberg
equilibrium
allele  count proportion genotype count proportion p value
rs10882273 T 222 0.55 T/C 96 0.47 0.57
T/T 63 0.31
184 0.45 C/C 44 0.22
rs12243124 T 329 0.81 T/T 129 0.64 0.07
T/C 71 0.35
77 0.19 c/C 3 0.01
rs11187533 C 299 0.74 C/C 108 0.53 0.59
C/T 83 0.41
T 107 0.26 T/T 12 0.06

SNPs, single-nucleotide polymorphisms.

el for each polymorphism, SnpStats also calculated the Akaike in-
formation criterion and Bayesian information criterion. The
model showing the best fit to the data was that with the lowest
Akaike information criterion and Bayesian information criterion
values. We used the Bonferroni correction to consider statistical
significance. p values of <0.0125 were considered significant,
whereas values between 0.05 and 0.0125 were considered margin-
ally significant.

Results

The 3 FFAR4 SNPs studied (rs10882273 T>C,
rs12243124 T>C, and rs11187533 C>T) were correctly
genotyped in 100% of the samples. The minimal allele
frequencies of the SNPs studied in our population were
similar to those in the HapMap study of the European
population except for rs10882273, whose minor allele
frequency was higher in the study sample. All SNPs were
in Hardy-Weinberg equilibrium (Table 1). The linkage
disequilibrium between the 3 SNPs was low (D’ =
0.5258), indicating that these SNPs are independently
inherited.

Respecting the associations found between the SNPs
and biochemical traits, we identified a significant associa-
tion between the rs11187533 SNP and fasting blood glu-
cose (p = 0.011) with a recessive model. Specifically, the
homozygous minor allele genotype (TT) was associated
with lower glucose levels (Table 2). However, insulin lev-
els did not show any association. Consequently, the as-
sociation with HOMA-IR values was not statistically sig-
nificant (p = 0.066).

FFAR4 Gene in Obesity

In addition, we identified a marginally significant as-
sociation between the rs11187533 SNP and parameters
related to liver inflammation (Table 2). The homozygous
minor allele genotype (TT) was associated with a decrease
in ALT (p = 0.022) and GGT (p = 0.015) levels compared
with the CC + CT genotypes, also according to a recessive
model. In contrast, this variant did not show any associa-
tion with hs-CRP levels.

Pathologic levels of hepatobiliary enzymes, defined as
AST >34 TU/L, ALT >55 IU/L, and GGT >65 IU/L, were
present in 11, 9 and 0 children, respectively. Because no
child with rs11187533 T/T had an abnormal result, we
could not perform the statistical analysis of the genotype
- phenotype interaction.

Other metabolic traits (high-density lipoprotein cho-
lesterol, triglycerides, and blood pressure) were also ana-
lyzed. No association with the rs11187533 SNP was found.

With respect to ultrasound examination, only 2 boys
with rs11187533 C/C showed a bright, markedly hyper-
echoic liver compared to the adjacent renal cortex.

No significant associations of metabolic traits were
found for the other 2 polymorphisms (rs10882273 T>C
and rs12243124 T>C).

Discussion/Conclusion

The present study shows that the TT minor homozy-
gous genotype of the rs11187533 SNP is significantly as-
sociated with lower levels of fasting glucose in children
with obesity. Thus, this mutation might confer a genetic
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Table 2. Association of FFAR4 SNPs with the parameters related to obesity comorbidities

Parameters SNP ID Genotype Number Mean (SEM) Difference (95% CI)* p value®  Best model
AST, IU/L rs10882273 T/T-C/C 107 23.1(0.5) 1.1 (-1.2t0 3.3) 0.39 Overdominant
T/C 96 24.0 (1.1)
rs12243124 T/T-C/C 132 23.0 (0.5) 1.8 (-1.6 to 4.3) 0.15 Overdominant
T/C 71 24.5 (1.4)
rs11187533 C/C 108 24.5 (1.0) -1.8 (-3.7t0 0.1) 0.07 Additive
C/T 83 22.6 (0.7)
/T 12 21.3 (2.0)
ALT, IU/L rs10882273 T/T-C/C 107 21.7 (0.9) 1.8 (-1.5t0 5.1) 0.29 Overdominant
T/C 96 23.0 (1.4)
rs12243124  T/T-C/C 132 22.2(1.1) 0.9 (-2.6 to 4.3) 0.61 Overdominant
T/C 71 22.5 (1.4)
rs11187533 C/C-C/T 191 22.7 (0.9) -8.1(-15.0to -1.2) 0.022 Recessive
T/T 112 15.8 (1.1)
GGT,IU/L  rs10882273 T/T-T/C 159 17.6 (0.6) 1.4 (-1.2t04.2) 0.28 Recessive
c/C 44 19.0 (1.3)
rs12243124 T/T 129 18.5(0.8) -1.4 (-3.6t0 0.8) 0.21 Additive
T/C 71 16.9 (0.8)
C/C 3 11.7 (1,7)
rs11187533 C/C-C/T 191 18.2 (0.6) -5.9 (-10.6 to -1.2) 0.015 Recessive
T/T 12 13.2(0.7)
hs-CRP, rs10882273 T/T 63 57.8(9.9) -10.3 (-20.9t0 -0.29) 0.06 Additive
nmol/L T/C 96 45.1 (4.5)
c/C 44 37.1 (4.4)
rs12243124 T/T-T/C 200 47.8 (3.9) -30.2 (-93.6 to 33.3) 0.35 Recessive
C/C 3 15.6 (10.0)
rs11187533 C/C-T/T 120 44.6 (5.0) 7.6 (-8.0 to 23.3) 0.34 Overdominant
C/T 83 51.3 (6.0)
Glucose, rs10882273 T/T 63 5.18 (0.05) -0.02 (<0.1 to 0.05) 0.50 Additive
mmol/L T/C 96 5.17 (0.04)
c/C 44 5.14 (0.05)
rs12243124 T/T-T/C 200 5.17 (0.03) -0.3(-0.72t0 0.13) 0.17 Recessive
C/C 3 4.92 (0.05)
rs11187533 C/C-C/T 191 5.18 (0.03) -0.28 (-0.5 to -0.07) 0.011 Recessive
T/T 12 4.48 (0.08)
HOMA-IR  rs10882273 T/T 63 3.65 (0.28) 0.38 (-0.36 to 1.11) 0.31 Dominant
T/C-C/C 140 3.93(0.22)
rs12243124 T/T-T/C 200 3.87(0.18) -1.44 (-4.25 t0 1.38) 0.32 Recessive
c/C 3 2.11 (0.26)
rs11187533 C/C-C/T 192 3.90 (0.18) -1.30 (-2.67 to 0.08) 0.09 Recessive
T/T 11 2.77 (0.39)

2 Maximum significative difference between means.

b Following Bonferroni correction, p values <0.0125 were considered statistically significant and those between 0.05 and
0.0125 were regarded as marginally significant (in bold in the Table).

FFAR4, free fatty acid receptor 4; ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transaminase; GGT, gamma-glutamyltrans-
ferase; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; SEM,
standard error of the mean; SNP, single-nucleotide polymorphisms.
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advantage in this population with respect to metabolic
alterations.

FFAR4 is a gene that is strongly implicated in the etiol-
ogy and pathogenesis of obesity and its comorbidities.
FFAR4 activation directly or indirectly regulates lipid
and/or glucose metabolism in adipose, liver, and muscle
tissues. This receptor is involved in diverse processes, in-
cluding insulin sensitization and glucose uptake. Low lev-
els of FFAR4 expression or function have been correlated
with increased plasma glucose levels [14, 18] and high
HOMA-IR [13, 18, 19].

It has been found that the low-frequency p.R270H
variant (rs116454156), which inhibits FFAR4 activity,
might increase fasting glucose levels within a normal
physiological range. No significant association with T2D
risk, fasting insulin levels, or the homeostasis model of
insulin resistance has been shown [14].

In adipose tissue, the ligand binding of fatty acids by
FFAR4 recruits the Gaq/11 protein and stimulates phos-
pholipase-C, increasing the intracellular Ca’* concentra-
tion. This situation results in the activation of protein ki-
nase B, which promotes glucose uptake by stimulating
glucose transporter type 4 [7, 8]. Thus, a poor function of
this signaling pathway may result in elevated blood glu-
cose levels, whereas its upregulation results in lower lev-
els. In our study, the presence of the homozygous reces-
sive rs11187533 minor allele was associated with lower
levels of fasting glucose. We hypothesized that individu-
als with this genotype could show activation of FFAR4
function.

With respect to the relationship to insulin resistance,
recent developments have shown that FFAR4 activation
induces glucagon-like peptide-1 secretion from entero-
endocrine cells, increasing insulin sensitivity. In mice, the
activation of FFAR4 with agonists causes an increase in
insulin and a decrease in glucose. Blocking the glucagon-
like peptide-1 receptor with antagonists results in the in-
hibition of hypoglycemic effects induced by FFAR4 acti-
vation. Therefore, dysfunction of FFAR4 could impact
insulin release, leading to an increase in HOMA-IR [18].
A recent study has shown an association between 4
SNPs of the FFAR4 gene (rs11187537, rs17108973,
rs7081686, and rs17484310) and fasting insulin levels and
HOMA-IR. Specifically, individuals homozygous for the
major allele showed a decrease in these traits after doco-
sahexaenoic acid supplementation [13]. A study per-
formed in a pediatric population also showed a signifi-
cant linear correlation between FFAR4 expression in
plasma and HOMA-IR [19]. However, in our study, we
did not find any association between the rs11187533 SNP

FFAR4 Gene in Obesity

and HOMA-IR. It is possible that the pattern of FFAR4
expression is modulated by other factors in addition to
the determined variant that explains this fact.

We also observed a marginally significant association
of the TT minor allele of the same variant with ALT and
GGT levels, which are 2 markers of liver injury that were
lower in the presence of this variant. Previously, it was
found that the p.R270H variant of FFAR4 (rs116454156)
was significantly associated with ALT levels when the
liver suffered intrahepatic accumulation of fatty acids
[15]. The FFAR4 gene can contribute to metabolic ho-
meostasis via its important role in maintaining normal
adipose - liver interactions. Thus, the activation of
FFAR4 by FFAs may facilitate normal lipogenesis in ad-
ipose and liver tissues, thereby preventing hepatic ste-
atosis [11]. Moreover, FFAR4 acts as a dietary sensor
expressed in immune cells that regulates inflammatory
responses via P-arrestin 2 by blocking the signaling
pathway of Toll-like receptors and repressing macro-
phage-induced chronic tissue inflammation [7, 8].
Therefore, the normal functioning of FFAR4 prevents
both inadequate lipid deposition and inflammatory
stress in the liver and, consequently, increases in ALT
and GGT levels.

Although we are aware that the number of subjects
studied can be a potential limitation because the results
are more reliable as the sample size increases, we have
set a more stringent threshold for statistical significance
than p < 0.05 (i.e., Bonferroni correction to reduce the
chances of obtaining false-positive results). We would
also like to highlight the stringency applied in the re-
cruitment of the analyzed cohort. The fact that the study
was conducted in children was expected to obviate vari-
ous confounding factors present in adulthood due to dif-
ferences in the severity and duration of obesity that
could mask the pathophysiological effects of the FFAR4
receptor. Additionally, this approach allowed us to more
easily identify the effects of genetic markers versus those
of environmental factors experienced by the human
lifespan. The studied children were of Caucasian origin.
Other ethnic groups could present different associations.
In fact, the most extensively studied variant of FFAR4
(p-R270H) was not associated with glucose-related traits
in an adult Danish population, contrary to classic studies
[20].

We hypothesized that the influence of the rs11187533
C>T polymorphism could be ascribed to the effect of the
minor allele on the modulation of FFAR4. This variant
could condition the regulation of the FFAR4 gene by af-
fecting transcription or splicing. In silico analysis per-
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formed for the rs11187533 SNP at https://www.snp-nex-
us.org/index.htm did not reveal any regulatory elements
for damage prediction. Alternatively, it could be that this
SNP is closely linked to another gene region producing
protective effects. Due to its position within intron 2 (637
bp from exon 3), it is more likely that these effects are due
to the deregulation of splicing resulting from other SNPs
inits downstream linkage block. A functional study would
be necessary to analyze these possible effects on FFAR4
expression.

In summary, we found that the homozygous minor al-
lele genotype of the rs11187533 SNP might be protective
against metabolic consequences accompanying obesity
and could allow the identification of metabolically healthy
obese individuals at early ages. It could be useful in nutri-
genetics to recommend more-specific supplementation
with docosahexaenoic acid or specific agonists of the re-
ceptor. These results require further validation in larger
series and other ethnicities.
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Reduced Free Fatty Acid Receptor 4 Gene Expression is
Associated With Extreme Obesity and Insulin Resistance
in Children

*Alan Codorier-Alejos, *'Joaquin Carrasco-Luna, *Alvaro Carrasco-Garcia,
and **Pilar Codorier-Franch

ABSTRACT

Objectives: Free fatty acid receptor 4 (FFAR4) is a G-protein-coupled
membrane receptor highly expressed in macrophages that triggers anti-
inflammatory effects and promotes insulin sensitization. We have previously
found significant associations between the FFAR4 rs11187533 single nucle-
otide polymorphism (SNP) and various obesity comorbidity parameters. We
aimed to verify the FFAR4 expression levels in children with obesity and the
associated comorbidities.

Methods: Thirty-eight children with obesity were studied. Clinical and
anthropometric evaluation was performed. A venous sample under fasting
conditions was obtained. Biochemical study included parameters of
metabolic risk. DNA was extracted and genotyped for the rs11187533
FFAR4 SNP. Real-time PCR technique was performed to investigate the
gene expression. Relative FFAR4 mRNA levels were determined according
to the 2744 method.

Results: Significant differences in FFAR4 expression levels between the CC
and CT-TT genotypes of the rs11187533 FFAR4 SNP were observed
(P=0.034). The minor allele T presented higher levels of FFAR4
expression. We found that a loss of FFAR4 expression was associated
with extreme obesity (P =0.032). The lowest FFAR4 expression levels
were observed in children who had higher insulin (P=0.008) and
homeostasis model assessment insulin resistance values (P=0.012) and
lower quantitative insulin-sensitivity check index (P =0.033).
Conclusions: The underexpression of FFAR4 was associated with extreme
obesity and parameters indicative of obesity comorbidities in children. This
under expression could be partially influenced by the presence of the C allele
rs11187533 FFAR4 SNP.

Key Words: body mass index, free fatty acid receptor 4, homeostasis
model assessment of insulin resistance, quantitative insulin-sensitivity
check index
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What Is Known

e The involvement of the Free fatty acid receptor 4
(FFAR4) gene in obesity and its comorbidities.

¢ Theassociation between thers11187533 single nucle-
otide polymorphisms (SNPs) and obesity-related
parameters.

What Is New

e The association of the mutant T allele of the
rs11187533 SNP with high FFAR4 expression levels.

¢ The relationship between FFAR4 underexpression and
extreme obesity in children.

¢ The relationship between FFAR4 underexpression and
insulin resistance in children with obesity.

ree fatty acid receptor 4 (FFAR4) is a G-protein-coupled

membrane receptor for unsaturated long-chain fatty acids.
The human FFAR4 gene is encoded on chromosome 10.q23.3,
whose activation elicits various physiological activities that have a
stabilizing effect on metabolic homeostasis, such as regulation of
energy metabolism (1), reduction of insulin resistance (2,3), inhi-
bition of lipolysis (4) and anti-inflammatory effects (2,3,5-7).
FFAR4 is highly expressed in proinflammatory macrophages and
monocytic cells (2,3,5). FFRA4 activation mitigates the inflamma-
tory response and promotes insulin sensitization (3,5,7). Moreover,
abnormal FFAR4 function is linked to obesity (8), type 2 diabetes
(5), and nonalcoholic steatohepatitis (9). Decreased FFAR4 plasma
levels in children with obesity have been associated with higher
values of both the body mass index (BMI) z scores and the
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)
(10). Additionally, expression levels were lower in peripheral white
blood cells of children with obstructive sleep apnea (10). Thus,
changes in gene expression are important contributors to phenotypic
traits.

Previous studies by our group have found significant
associations between the FFAR4 rs11187533 single nucleotide
polymorphism (SNP) located in intron 2 and several obesity
comorbidity parameters (11). Specifically, the mutated C/T-T/
T genotypes were associated with lower values of blood glucose,
alanine transaminase (ALT) and gamma-glutamyl transpepti-
dase (GGT), which suggests a protective effect of the minor
T allele.
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In this report, we expand previous knowledge about this
variant with the FFAR4 expression data. We analyzed the gene
expression level of FFAR4 in peripheral blood cells in children with
obesity. Our hypothesis is that the genetic variation of the
rs11187533 SNP within FFAR4 could be related to reduced FFAR4
expression in children with obesity and can contribute to the
interindividual variability in the metabolic and inflammatory-
related traits associated with obesity. Therefore, to evaluate the
effect of reduced levels of expression on metabolic parameters, we
analyzed the association between FFAR4 expression levels and
markers of insulin resistance, lipid profile, liver injury and inflam-
mation in children with obesity.

MATERIALS AND METHODS

Study recruitment was conducted between January 1 and
March 31, 2019. Children with obesity according to WHO criteria
(12) were referred by primary care pediatrician for further evalua-
tion at the Pediatric Nutrition Unit of Dr Peset University Hospital.
The children were recruited consecutively by the clinicians at their
first appointment to the pediatric clinic. Individuals with genetic or
endocrine disorders and those taking medication or special diets
were excluded. At least 38 children should be included following
the sample size calculation criteria with a confidence level of 85%
and a precision of 5%. Initially, 42 Caucasian children with obesity
ages 7—14 years were consecutively recruited. Four children were
removed from the study due to the poor RNA integrity in the blood
samples. Finally, the study was conducted on 38 children (16 boys
and 22 girls) with Tanner staging between I to III. Height and weight
were measured to calculate the BMI z score (12). Twenty children
had a BMI z score between 2 and 4 standard deviation (SD).
Eighteen children had extreme obesity with a BMI z score greater
than 4 SD. The children remained on a strict overnight fast for
twelve hours until sample extraction to avoid variations in FFAR4
expression.

The study was approved by the Dr Peset Hospital Ethics
Committee. All parents and participants older than 12 years pro-
vided written informed consent. All data provided were protected
by the EU General Data Protection Regulation: RGPD 2016/679 of
the European Parliament and modified May 25, 2018 and
LOPDGDD 3/2018.

Biochemical Parameters

Biochemical parameters were determined in serum via direct
methods (Architect C 16000; Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL,
USA). To study the relationship between FFAR4 expression and
carbohydrate metabolism, glucose and insulin levels were analyzed,
and the surrogate HOMA-IR and quantitative insulin-sensitivity
check index (QUICKI) indexes were calculated (13). To evaluate
lipid metabolism and cardiometabolic risk, total cholesterol, low-
density lipoprotein cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol
(HDL-C), triglyceride and triglyceride/HDL-C ratio levels were
measured. Other parameters that can be altered in children with
obesity, such as aspartate aminotransferase, ALT and GGT, were
also analyzed. Finally, to take into account the subclinical general-
ized inflammation produced by obesity, the level of high-sensitivity
C-reactive protein was determined (Beckman Immage 800 immu-
nonephelometer analyzer, Beckman Coulter Inc., Mississauga, ON,
Canada).

RNA Isolation and Integrity Analysis

For expression analysis, mRNA was isolated from peripheral
blood that was obtained after overnight fasting and collected in
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Tempus Blood RNA Tubes (Applied Biosystems Waltham, Massa-
chusetts, USA). Nucleated blood cells were immediately lysed, and
the RNA was stabilized and extracted with the MagMAX Stabilized
Blood Tubes RNA Isolation Kit (Ambion).

The integrity of the RNA was determined for all samples
using an Agilent 4200 TapeStation, RNA ScreenTape Analysis
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) and electrophoresis
to obtain the RNA integrity number (RIN) (14). Samples with a RIN
lower than 5 were removed from the study. Thus, four samples from
children with obesity were removed, and a subsequent study was
performed on 38 children.

cDNA Obtention and q-PCR

cDNA synthesis was carried out with SuperScript IV VILO
Master Mix (Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Tag-
Man Gene Expression Master Mix and TagMan Gene Expression
Assays (Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) were used
to analyze the expression values of each sample using the 2raact
method (15,16).

A TagMan probe (Hs699184_m1) was used to measure the
levels of total FFAR4 mRNA copies. The glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase—gene TagMan probe (Hs3929097_gl)
was chosen as a reference housekeeping gene and samples
from five children without obesity (RIN >5) were used as a
second normalization (15,16). For expression normalization,
we have followed the Minimum Information for Publication of
Quantitative RT-PCR Experiments (MIQE) guidelines recom-
mendations (17).

All samples from the 38 children with obesity and the five
reference samples were extracted and retrotranscribed in parallel.
Then, the five reference samples were mixed in a pool that was
compared to each one of 38 children with obesity. The samples were
analyzed in triplicate and their mean was subsequently calculated.
Data are presented on a logarithmic scale due to double normaliza-
tion (reference gene and reference sample pool). The analysis was
carried out using a 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems, Warrington, UK) and SDS 1.6.3 software (Applied Biosys-
tems, Warrington, UK).

27AACt calculation

To calculate relative changes in gene expression we used the
method. Three replicates of the threshold cycle (Ct) values
from the real-time quantitative PCR experiment were obtained both
for the FFAR4 and GAPDH probes for each sample. Furthermore,
three replicates of Ct values were obtained for the FFAR4 and
GAPDH probes in each 96-well plate, using a single reference
sample pool (a pool of five samples obtained each one from five
normal weight children).

First, the mean of the three Ct values was calculated, both for
each sample and for the reference sample pool. Second, the Ct
increments (ACt) between each average value of the FFAR4 probe
and GAPDH probe were calculated for each sample and the
reference sample pool (ACt=Ctgpara) — Ctgappmy). Third, the
ACt increments (AACt) between the ACt sample values and ACt
reference sample pool values were calculated (AACt = ACt(sample) —
ACtgeference sample pool))- Fourth, the exponents 27AACt were calcu-
lated for each sample as follows:

2—ACt

27(ACt(sample)7ACt(reference sample pool))
The FFAR4 mRNA expression results are categorized as

overexpression when 2724C values >1 and underexpression when
2728 valyes <.
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FIGURE 1. Bar chart showing the free fatty acid receptor 4 (FFAR4) expression values of each of the 38 studied samples. A red line was added at the
value of 1, to show the limit of loss or gain of expression. The Pvalue shown indicates the significance of the differences between the mean of the

FFAR4 expression values and the reference value 1 by Student t-test.

DNA Obtaining and rs11187533 C>T
Genotyping

To compare the FFAR4 expression data with the rs11187533
genotypes, the DNA of the 38 children with obesity was extracted
from peripheral blood. Genomic DNA was obtained from the buffy
coat with the QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Izasa, Madrid,
Spain). Genotyping of the rs11187533 C>T SNP (C_11756866_20)
was performed using TagMan SNP genotyping on demand assays
(Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). TagMan genotyp-
ing PCR and the analysis were carried out with the same equipment
and software used for qPCR.

Statistical Methods

Data were analyzed with SPSS v.26 software (SPSS, Inc,
Chicago, IL, USA). The Kolmogorov-Smirnov test was applied to
examine whether variables were normally distributed. The strength
of the FFAR4 expression association was measured by Spearman
(p) correlation coefficient for variables with non-normal distribu-
tion and by Pearson (r) correlation coefficient in the case of
variables with normal distribution.

Analysis of the FFAR4 expression was performed by a one-
sample Student #-test. Analysis of the BMI z score, HOMA-IR and
QUICKI as dichotomous variables was performed using Student #-
test for parametric data and the Mann-Whitney U test for nonpara-
metric data. Two groups were determined according to the BMI z
score: children with obesity (>2 to < 4 SD) and children with
extreme obesity (>4 SD). A cut off point of 3.42 for HOMA-IR and
0.32 for QUICKI value was used to define insulin-resistant groups
(13). P values <0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

The mRNA expression of FFAR4 was decreased in children
with obesity. Of the 38 children studied, 29 children (76.32%)
presented lower expression than the reference pool, and only 9
children (23.68%) showed 222" values >1 of the reference pool
(P=0.001) (Fig. 1). There were no differences regarding age, sex
and pubertal stage.

The effect of the presence of the minor allele T of the
rs11187533 SNP on the expression of FFAR4 was assessed. Chil-
dren with obesity and the CC wild-type genotype (N=17) pre-
sented a 274" mean of 0.661 (SD=0.281), while children with
heterozygous and homozygous mutated CT-TT genotypes (N =21)
presented a 272" mean of 0.860 (SD=0.300). A significant
difference (P =0.034) was observed between the two groups
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(Fig. 2), suggesting that the rs11187533 SNP mutation involves
a higher expression of FFAR4 in both.

Analysis of the relationships between the FFAR4 expression
values and parameters of cardiometabolic risk showed a significant
inverse correlation only with insulin (p=—0.402, P=0.012) and
HOMA-IR values (p=—0.374, P =0.021) and positive correlation
with QUICKI (r=0.376, P =0.020) (Fig. 3). A marginal association
was also observed between ALT and FFAR4 expression (r=0.32,
P =0.048). Other parameters, such as BMI z score, glucose, total,
LDL-C and HDL-C, triglycerides, triglyceride/HDL-C ratio, aspar-
tate transaminase, GGT, high-sensitivity C-reactive protein did not
show a significant correlation.

We also performed the analysis of dichotomous variables to
evaluate extreme values. We found that children with BMI z score
values greater than four SD (N = 18) presented a 2782 mean of
0.661 (SD =0.255), while children with values between two and
four SD (N =20) presented a 2~ **“* mean of 0.871 (SD=0.317).
Thus, a significant difference was observed between the two groups
(P=0.032) (Fig. 4). Children with extreme obesity showed lower
mRNA expression values of FFAR4.

With respect to HOMA-IR values, 24 children had values
above the threshold value (3.42), and 14 children had HOMA-IR

t=2.198,P=0.034
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FIGURE 2. Boxplot representing the comparison of the free fatty acid
receptor 4 (FFAR4) expression values between the C/C and C/T-T/T
genotypes.

537

Copyright © ESPGHAN and NASPGHAN. All rights reserved.



Codorier-Alejos et al

JPGN ¢ Volume 74, Number 4, April 2022

5.0 15.0 25.0 35.0 45.0 1.0 3.0
Insulin (rUI/mL)

g 16 - . 1.6 - 16 -
184 p =-0.402, P= 0.012 14 | ° p=-0374,P=0021 1, | r=0376pP=0020 .
£ 1.2 - oo 1.2 - 12 - * o
o0 e o
2 1.0 o":. e o . 1.0 - 14 . e °. %o
§ 0.8 - \ 0.8 - 0.8 1 ‘/‘0/'0/:./.
2 0.6 1 o [ 0.6 4 0.6 A o L/
X e © g ® ° L] ()
S 041 o? .0: * e 0.4 - 041 o ° o °°°
e 0.2 1 0.2 4 0.2 A °
<
r 0.0 T T T v 0.0 r r r r 0 T T T 1

5.0 7.0 9.0 0.27 0.29 0.31 0.33 0.35
HOMA-IR

QUICKI

FIGURE 3. Scatter plots and trend line of the correlations between the expression of FFAR4 and insulin, the homeostasis model assessment of
insulin resistance (HOMA-IR) and QUICKI values. QUICKI = quantitative insulin-sensitivity check index.

values below the threshold value. Children with high HOMA-IR
levels presented a 2724 mean of 0.677 (SD =0.280), whereas in
children with normal HOMA-IR levels, the mean 2" was 0.933
(SD=0.284). A significant difference was observed between the
two groups (Fig. 4). Regarding QUICKI index, 26 children have a
level lower than 0.32 a mean 2>t 6£ 0.776 (SD=0.343) and 12
children had normal levels with a mean 2722 of 0.963
(SD=0.283). Thus, lower values of FFAR4 mRNA expression
were present in children with pathological values of HOMA-IR
(P=0.012) and QUICKI (P =0.033) (Fig. 4).

DISCUSSION

The relationship between the FFAR4 gene and obesity in
mammals has been previously described (1,4,8). The FFAR4 gene
has an important role in the differentiation and maturation of
adipocytes (18) and plays a key role in blood-glucose homeostasis
and beta-cell function (19). Ichimura et al (8) showed that double
deletion of the FFAR4 gene in mice resulted in obesity and
exacerbated fat accumulation in the abdominal region. In humans,
FFAR4 is extensively expressed, and many FFAR4 functions in
different tissues could control weight. In this sense, FFAR4 con-
trols appetite and glucose uptake by adipocytes and regulates
hormone secretion related to metabolism (1). The present study
of FFAR4 expression in children with obesity shows the following:
the minor allele of the rs11187533 SNP was associated with higher
expression of FFAR4; there was a loss of expression associated
with obesity, especially with extreme obesity; and lower expres-
sion values of FFAR4 were found in individuals with higher
HOMA-IR values.

We previously found that the C/T-T/T genotypes in the
rs11187533 SNP were associated with lower levels of fasting
glucose and markers of liver injury, suggesting a protective role
of the minor T allele (11). In the present study, we show that the C/
T-T/T genotypes have significantly higher expression of FFAR4
than the C/C genotype, linking the expression values to the
rs11187533 SNP genotypes. This finding has not been reported
previously and highlights the importance of genotype influence. In
this sense, the rs11187533 SNP exerts a protective effect. The
rs11187533 SNP is an intron 2 variant located 637 bp upstream of
exon 3. We suggest that the effects of this SNP on the phenotype of
obese children and the FFAR4 expression level could be due to the
splicing process. If the SNP was linked to some variant in neigh-
boring splicing or 3°’UTR regions, they could modify the regulation
of FFAR4 expression levels and, consequently, the effects of the
gene. It would be interesting to sequence the downstream region of
the rs11187533 SNP to find variants affecting the phenotype.

We have shown that most children with obesity included in
the study (76%) presented a reduction in FFAR4 mRNA expression.
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The lowest values were found in individuals with extreme obesity.
These results confirm previous studies that have documented
FFAR4 under expression in blood monocytes related to obesity
(10,20). Gozal et al also demonstrated a significant negative
correlation between the serum levels of the FFAR4 protein in
the blood and BMI z score (10) suggesting a possible link between
FFAR4 activation and protection from obesity. Other authors also
found an inverse association between FFAR4 mRNA expression in
visceral adipose tissue and in human peripheral blood mononuclear
cells and obesity, mainly in extreme obesity (20). The mechanisms
by which the generalized underexpression of FFAR4 is related to
weight gain are not well known. This could be due to reduced
energy expenditure, which was demonstrated in FFAR4-deficient
mice (8). FFAR4 is highly expressed in the arcuate nucleus of the
hypothalamus, which mediates the effects of fatty acids in appetite
inhibition (21). Furthermore, in adipose tissue, where it is also
highly expressed, it helps in the differentiation of adipocytes and in
the uptake of glucose (1), and in pancreatic tissue, an increase
in FFAR4 expression is related to insulin production (1). Thus,
FFAR4 expression supports beneficial effects related to metabolic
activation.

Regarding the relationship between the FFAR4 gene and
comorbidities related to obesity, we found an association of FFAR4
expression with the blood levels of insulin, HOMA-IR and QUICK
indexes since the reduced expression is more evident in insulin-
resistant subjects. The effects on the insulin-sensitizing role of
FFAR4 are mediated mainly by omega-3 polyunsaturated long-
chain fatty acids in cells that endogenously express FFAR4, such as
macrophages (2,3,5). The activation of FFAR4 exerts potent insulin
sensitivity effects in vivo through the suppression of macrophage-
induced tissue inflammation. FFAR4 activated by omega-3 fatty
acids is able to block the nuclear factor kappa-B inflammation
pathway (2,3,5). Decrease in FFAR4 receptor expression affects the
modulation of this inflammatory pathway. Moreover, it has been
shown that the activation of FFAR4 also inhibits cyclooxygenase-2
induction, increasing prostaglandin E release and interleukin-6
production (22). All these cytokines lower the expression of insulin
receptor genes and lower the activation of protein kinase B in their
target tissues. Both processes decrease insulin receptor transloca-
tion and glucose transporter type 4 expression, thus leading to
insulin resistance (2,3,5). Furthermore, the activation and subse-
quent migration of macrophages to the pancreas increases insulin
release through stimulation of the islets by inflammatory cytokines
and hence hyperinsulinism (23-25). In this way, inflammatory
factors dependent on FFAR4 under expression can contribute to the
development of insulin resistance in obese subjects.

In the present study, we also found a marginal association
between ALT values, which are indicative of liver injury, and
FFAR4 expression. The relationship between alterations in the
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FIGURE 4. Boxplots representing comparisons between two groups
of expression means, which represent normal and high values for body
mass index (BMI) z score, homeostasis model assessment of insulin
resistance (HOMA-IR) and QUICKI indexes. QUICKI = quantitative
insulin-sensitivity check index.

function of the FFAR4 receptor and fatty liver disease has been
previously demonstrated in children with obesity (26). Addition-
ally, a significant improvement in ALT values was found after
docosahexanoic acid supplementation in nonalcoholic fatty liver
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disease (27). Consistent with this, docosahexanoic acid supplemen-
tation decreases ALT values in wild-type but not in FFAR4 knock-
out mice (9).

Several limitations should be addressed to assess the poten-
tial significance of our findings. In the present study, the number of
subjects studied was limited, but the conditions were strictly
controlled. Additionally, all the children followed the same sched-
ule for the previous dinner and consumed the same type of food.
This remark is important because it is known that this gene could be
greatly affected by the time elapsed since food intake and the type of
food (19).

In summary, we found a relationship between decreased
expression of FFAR4 mRNA and obesity comorbidity parameters.
Although a relationship does not imply causality, there is a suffi-
cient molecular basis that involves the function of the FFAR4 gene
that could explain its role in comorbidities development. We think
that these results are important to the evaluation of obesity in
children, offering more information about how this gene behaves
in this period of life. Moreover, it could be useful for appealing
therapies that target this receptor (28).
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