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Resumen

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) se define por la acumulacion de grasa en al
menos 5-10% del peso del higado, en ausencia de un consumo excesivo de alcohol, incluyendo una gran
variedad de trastornos hepaticos. La importancia de EHGNA radica en su elevada prevalencia a nivel
mundial. El factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), esta relacionado con la enfermedad del
higado graso no alcohdlico, lo que lo ubica como posible biomarcador para la deteccion de la enfermedad.
El presente estudio incluyo6 a 90 pacientes con andlisis histopatolégico de higado a los que se les midieron
niveles circulantes de FGF21 y se genotipificaron para el polimorfismo rs499765. No se encontraron
diferencias significativas de FGF21 entre pacientes sanos y pacientes con EHGNA, se encontr
correlacion con FGF21 y TG y VLDLs. Los genotipos de rs499765 de la poblacion estudiada no
presentaron asociacion con el indice de actividad o las concentraciones de FGF21.

Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is defined as the accumulation of fat by at least 5-10% of liver
weight in the absence of excessive alcohol consumption, including a wide variety of liver disorders. The
importance of NAFLD lies in its high prevalence worldwide. Fibroblast growth factor 21 (FGF21) is related
to nonalcoholic fatty liver disease, which places it as a possible biomarker for the detection of the disease.
The present study, 90 patients with liver histopathological analysis were included. Circulating levels of
FGF21 were measured and DNA was genotyped for the rs499765 polymorphism. No significant
differences in FGF21 were found between healthy patients and patients with NAFLD, correlation was found
between FGF21 and TG and VLDLs. The rs499765 genotypes of the studied population had no association
with the activity index or the concentrations of FGF21.
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INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico
(EHGNA) es la principal causa de enfermedad
hepatica en todo el mundo [1]. Se define por la
acumulacion de grasa en al menos 5-10% del peso
del higado, en ausencia de un consumo excesivo
de alcohol [2]. Incluye una gran variedad de
trastornos hepaticos que abarcan desde la
esteatosis simple hasta la esteatohepatitis
pudiendo progresar a fibrosis, cirrosis, carcinoma
hepatocelular y muerte [3].

La importancia de EHGNA radica en su elevada
prevalencia a nivel mundial. Para Estados Unidos,
Europa y Asia se reportan tasas entre el 10 al 30%
[1]. En el caso latinoamericano en paises como:
Chile, Brasil y México se estima una prevalencia de
17 a 33% [4]. En pacientes obesos puede llegar a
ser 4.6 veces mas frecuente [4,5].

La biopsia hepatica es la técnica estandar de oro
para el diagnéstico histopatolégico de esta
enfermedad. Sin embargo, en virtud de su
naturaleza invasiva se han buscado nuevas formas
de deteccién [4]. A través de analisis serologicos
se ha ensayado la capacidad diagnéstica de
biomarcadores no invasivos, obteniendo resultados
favorables para la prediccién de la enfermedad y
sus estadios de progresion [2,6].

El factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21)
es una hormona secretada principalmente en el
higado y con muiltiples funciones metabélicas [7].
FGF21 regula directamente el metabolismo de los
lipidos y reduce la acumulacién de lipidos
hepaticos, revierte la esteatosis hepatica y
contrarresta la obesidad [8]. Se ha encontrado que
el aumento de los niveles circulantes de FGF21
esta relacionado con la enfermedad del higado
graso no alcohdlico [7, 8]. A demas se ha reportado
gue el polimorfismo de un solo nucleétido rs499765
de FGF21 esta asociado con EHGNA en poblacion
no diabética china, siendo el alelo C quien otorga
un mayor riesgo de enfermedad [9].

Dada la estrecha relacion que presenta la
enfermedad de higado graso no alcohdlico con la
obesidad, diabetes mellitus, sindrome metabdlico y
otras enfermedades, de las cuales se ha
documentado la alta incidencia en la poblacion
mexicana, es necesario buscar técnicas mas
eficaces, menos invasivas y menos costosas que

permitan diagnosticar la enfermedad. Este estudio
propone analizar si FGF21 y su polimorfismo
rs499765 pueden ser biomarcadores moleculares
para EHGNA en la poblacion mestiza mexicana.

MATERIALES Y METODOS

Se incluyd a 90 pacientes de una cohorte
previamente estudiada. El protocolo fue aprobado
por el Comité de ética e investigacion del Hospital
General de Leo6n, siguiendo los lineamientos de la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial y obteniendo el consentimiento informado
de cada participante. Se incluy6 poblacién de Leon,
mexicanos de entre 18 y 60 afios programados para
colecistectomia laparoscoépica. Los criterios de no
inclusién fueron consumo regular de alcohol
(mujeres >20 g /dia, hombres >30 g /dia),
enfermedad hepatica previamente conocida,
esteatosis secundaria, ingestion de medicamentos,
como glucocorticoides, metrotexate, amioradona,
tamoxifén y algunos agentes antivirales, o bien
secundarias a la pérdida de peso intensa y rapida,
a otras alteraciones metabdlicas como la
betalipoproteinemia, enfermedades inflamatorias
intestinales 'y coledocolitiasis en pacientes
demostrada antes, durante o después de la cirugia.

La evaluacion histopatolégica y diagnéstico de
EHGNA fueron realizados por una patéloga
experimentada del HGRL, usando el indice de
actividad de Kleiner [10], el cual se basa en la
evaluacion y puntuacién semicuantitativa de cuatro
parametros histopatolégicos: grado de esteatosis
(de 0 a 3), grado de inflamacion lobulillar (de 0 a 3),
grado de balonizacién de los hepatocitos (de 0 a 2)
y estadio de fibrosis (de 0 a 4). La sumatoria de la
puntacion obtenida permite diferenciar los casos
con EHGNA (indice = 3) de aquellos sin la
enfermedad (indice 0-2).

Se llevo a cabo la extraccion de ADN de leucocitos
por medio del método TSNT, fenol-cloroformo-
isoamilico. La integridad del ADN extraido se
evalué por electroforesis en geles de agarosa al 1%
tefiidos con Bromuro de Etidio, a 80 V por 30
minutos, los geles se visualizaron y fotografiaron
bajo luz ultravioleta en un equipo de
fotodocumentacion de geles. La genotipificacion se
realiz6 por PCR en tiempo real usando el Kkit
TagMan® Genotyping Master Mix y los primers
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especificos para el polimorfismo rs499765, en un
termociclador CFX96 (BioRad).

Los niveles séricos de FGF21 se midieron mediante
una prueba ELISA en sandwich de fase solida
empleando el kit FGF-21 Quantikine® ELISA (R&D
systems®) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Analisis estadistico

El equilibrio Hardy-Weinberg se evalué mediante la
prueba X2. A través de un analisis de varianza
(ANOVA) con significancia de 0.05 se compararon
los datos sobre el genotipo y el indice de actividad,
el genotipo y la concentracion de FGF21 y el
genotipo de pacientes sanos y enfermos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Segun el proyecto 1000 genomas, la frecuencia del
alelo menor (MAF) del polimorfismo rs499765 para
la poblacion mexicana pertenece al alelo ancestral
(C) con un 0.4453. En relaciéon a la poblacién
estudiada, el alelo (C) presenta la menor frecuencia
alélica pero con un valor de 0.4855 (Figura 1). La
poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p>0.05).
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Figura 1. Genotipificacion. Los cuadrados azules y circulos
naranjas representan homocigotos para el alelo G y C
correspondientemente. Los triangulos verdes, heterocigotos.

La tabla 1 muestra los genotipos, nidmeros de
pacientes y concentracion promedio de FGF21
segun el indice de actividad. A pesar de que no se

encontraron diferencias significativas de FGF21
entre pacientes sanos y pacientes con EHGNA en
esta poblacién (indice de actividad >2) como lo han
sugerido otros estudios [11], los niveles de FGF21
si fueron mayores en pacientes con indice 6 a
comparacion de los pacientes con indices inferiores
(p<0.05). Por otra parte se encontré correlacion con
FGF21y TG y VLDLs al igual que lo reportado en
otro estudio [12], y en diferencia a lo encontrado por
Gélman et al., en el 2008 [13].

Tabla 1. Resultados segun indice de Actividad.

Ind. Genotipo  Cantidad FGF21** (pg/ul)
Actividad*
cC B 343,50 + 131,27
0 CG 7 497,44 +169,80
GG 6 406,48 + 188,66
cC 4 370,17 + 179,42
1 CG 3 499,23 + 104,80
GG 4 446,38 + 43,70
cC 4 548,93 + 285,55
2 CG 9 538,17 + 97,73
GG 5 391,57 + 116,54
cC 4 491,69 + 256,32
3 CG 9 481,37 + 184,90
GG 3 472,44 + 229,02
cC 2 565,56 + 383,77
4 CG 3 525,14 + 6,72
GG 4 382,48 + 199,74
cC 3 243,29 + 183,85
5 CG 5 549,96 + 239,88
GG 1 334,24
cC 1 464,65
6 CG 5 642,19 + 333,57
GG 3 623,85 + 293,60

*indicie de actividad de 0-2: pacientes sanos. >2: pacientes
EHGNA.

**Promedio de la concentracion de FGF21.

Los genotipos de la poblacion estudiada no
presentaron asociacion con el indice de actividad o
las concentraciones de FGF21 a un nivel de
significancia de 0.05. En contraste a lo reportado en
una poblacién china, en donde se mostr6 una
correlacion de rs499765 con los niveles séricos de
FGF21 y una asociacion del alelo C con un mayor
riesgo de EHGNA [9]
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CONCLUSIONES

Es necesario seguir en la busqueda de un
biomarcador molecular que permita diagnosticar de
una forma menos invasiva y de menor costo la
enfermedad de higado graso no alcohdlico para la
poblacién mexicana.
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