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Resumen

La enfermedad de higado graso asociado a disfuncién metabodlica (MASLD por sus
siglas en inglés Metabolic dysfunction—Associated Steatotic Liver Disease)
constituye una de las principales causas de enfermedad hepatica a nivel mundial y
su fisiopatologia involucra no solo la obesidad, sino también alteraciones
metabdlicas y genéticas. La cohorte de este estudio consta de pacientes MASLD
sometidos a colecistectomia, comparados con controles, los cuales fueron
pacientes sin esteatosis ni fibrosis avanzada. El objetivo de este proyecto fue
evaluar la existencia de cambios en los pardmetros clinicos, bioquimicos,
histoldgicos y moleculares entre los grupos. Asi como explorar el papel de algunas

citocinas séricas como IL-32, YKL-40 y FGF21 en la progresion de la enfermedad.

Los resultados mostraron que, los grupos presentaron caracteristicas
antropométricas similares y ambos presentaron sobrepeso. No se encontraron
diferencias estadisticas en los pardmetros bioquimicos ni se detectaron diferencias

significativas en los niveles séricos de IL-32, YKL-40 y FGF21 entre ambos grupos.

Sin embargo, los pacientes con MASLD presentaron alteraciones histologicas
caracteristicas de esteatosis macrovesicular y elevacién significativa de ALT,

confirmando la presencia de dafio hepatocelular.

El analisis de correlacidon aport6 informacion relevante: en controles, IL-32 se asocio
positivamente con inflamacidn colestasica y dafio hepatocelular subclinico, mientras
que YKL-40 mostr6 relacion positiva con IMC y AST. En pacientes con MASLD,
YKL-40 se vincul6 positivamente con dislipidemia, IL-32 se asocié positivamente
con LDL y la relacibn AST/ALT, y FGF21 tuvo correlaciones positivas con
triglicéridos y enzimas hepéaticas y correlacién negativa con los niveles de HDL.
Estos patrones sugieren que, las citocinas evaluadas presentan relaciones
diferenciadas con caracteristicas metabolicas y hepaticas tanto en ambas
condiciones, destacando su utilidad como posibles biomarcadores, aunque se
requieren estudios funcionales y analisis de genes blanco para determinar si estas
asociaciones implican un rol modulador para considerarlas biomarcadores

potenciales.



En conclusion, nuestros resultados confirman que MASLD no depende
exclusivamente de la obesidad, sino también de una respuesta inflamatoria.
Ademas, las correlaciones positivas de IL-32, YKL-40 y FGF21 con parametros
clinicos y bioquimicos sugieren que estas citocinas desempefian un papel relevante
en la fisiopatologia de la enfermedad, y constituyen una base soélida para su estudio

como posibles reguladores funcionales de MASLD.



Sumary

Metabolic dysfunction—associated steatotic liver disease (MASLD) is one of the
leading causes of liver disease worldwide.lts pathophysiology involves obesity,
metabolic alterations and genetic factors . This study compared MASLD patients
who underwent cholecystectomy, with controls who showed neither steatosis nor
advanced fibrosis. The project aimed to assess differences in clinical, biochemical,
histological, and molecular parameters between the two groups, and to explore the

role of selected serum cytokines (IL-32, YKL-40, and FGF21) in disease progression.

The results showed that both groups exhibited similar anthropometric characteristics
and were classified as overweight. No statistical differences were found in
biochemical parameters, and no differences were detected in serum levels of IL-32,
YKL-40, or FGF21 between the groups. However, MASLD patients displayed
histological alterations characteristic of macrovesicular steatosis and a significant

elevation in ALT, confirming the presence of hepatocellular injury.

The correlation analysis provided relevant information: in controls, IL-32 was
associated with cholestatic inflammation and subclinical hepatocellular injury,
whereas YKL-40 was related to BMI and AST. In MASLD patients, YKL-40 was
linked to dyslipidemia and an unfavorable lipid metabolism profile; IL-32 was
associated with LDL and the AST/ALT ratio; and FGF21 showed trends toward
correlations with triglycerides, HDL, and liver enzymes. Taken together, these
patterns suggest that the evaluated cytokines exhibit differentiated relationships with
metabolic and hepatic features in both controls and patients, although functional
studies and analyses of downstream target genes are required to determine whether

these associations reflect a modulatory role or indicate potential utility as biomarkers.



1. Introduccion
1.1. Obesidad y sindrome metabdlico

La obesidad es una condicién caracterizada por un exceso de adiposidad, con una
distribucion y funcién del tejido graso que pueden ser normales o estar alteradas y
cuyo origen es multifactorial (Rubino et al., 2025). Entre el principal determinante
esta el desequilibrio energético, que se refiere al aumento en la ingesta de calorias
acompafiado de un bajo gasto energético, favoreciendo un aumento en el
almacenamiento de lipidos en los adipocitos. Este proceso conduce a la hipertrofia
en los adipocitos, afectando el metabolismo de lipidos en estas células, dando como
resultado una liberacién de lipidos al torrente sanguineo en donde viajan y se
acumulan ectépicamente en otros érganos (Al-Mansoori et al., 2022). En el higado,
el almacenamiento ectopico de lipidos esta estrechamente relacionado con el
desarrollo de resistencia a la insulina y con una respuesta inflamatoria hepatica
(Patel et al., 2022). Por ello, la comunicacion entre el tejido adiposo visceral y el
tejido hepético desempefia un papel central en la progresion de estos desajustes
metabolicos.

La obesidad representa una de las principales probleméticas de salud publica en
México y a nivel mundial. En poblacion adulta, mas del 75 % presenta sobrepeso u
obesidad, y las personas entre 40 y 60 afios, la obesidad abdominal afecta hasta el
85 %. Ademas, entre 2000 y 2018, la prevalencia de obesidad en adultos aumento
un 42.2 %, mientras que la obesidad morbida (grado I1l) casi se duplicé (+96.5 %)
(Basto-Abreu et al., 2021; Pineda et al., 2021). En nifios y adolescentes, las tasas
también son alarmantes: el 37 % de los menores de 5 afios tiene sobrepeso u
obesidad, los escolares alcanzan hasta un 37.3 %, y los adolescentes llegan al
41.1%. Este fendmeno tiene consecuencias profundas: en 2021, el indice de masa
corporal elevado (H-BMI) fue responsable de mas de 118 000 muertes en México,
lo que represento el 10.6 % del total de fallecimientos. Asimismo, provoco mas de
4.2 millones de afios de vida ajustados por discapacidad (DALYSs), consolidandose
como uno de los principales factores de carga de enfermedad en el pais (Arreola-
Ornelas et al., 2024).



La obesidad también tiene un efecto indirecto sobre las enfermedades
cardiovasculares, particularmente la cardiopatia coronaria, a través de factores
metabolicos intermedios. Se estima que la hipertension y la DM2 explican
aproximadamente el 55 % del impacto total de la obesidad en la enfermedad
cardiovascular (Gill etal.,, 2021). En términos de salud, la obesidad no solo
contribuye directamente a un mayor riesgo de mortalidad y enfermedades crénicas
como DM2, hipertension, cardiopatia isquémica y accidentes vasculares (entre las
principales causas de muerte en México), sino que también actia como un factor
gue favorece su desarrollo y progresion de estas condiciones (Pérez Noriega et al.,
2006).

El sindrome metabdlico (MetS, por sus siglas en inglés Metabolic Syndrome) puede
entenderse como una agrupaciéon de disfunciones metabdlicas que incluyen
resistencia a la insulina, dislipidemia aterogénica, obesidad central e hipertension.
Su patogénesis implica factores genéticos como adquiridos y se asocia
significativamente con un mayor riesgo de desarrollar diabetes y enfermedades

cardiovasculares (Fahed et al., 2022).

El MetS constiutye un problema de salud publica de gran magnitud en México. En
la dltima década su prevalencia en adultos se ha estimado entre 44 % y 60 %,
dependiendo de los criterios diagnosticos utilizados. Ademas, se ha observado un
incremento sostenido desde 2006 hasta 2016 y solo una ligera reduccion en 2018.
Se estima que 36.5 millones de adultos mexicanos presentan MetS, y
aproximadamente dos millones tienen alto riesgo de desarrollar diabetes tipo 2
(DMT2) y en la préxima década, 2.5 millones de padecera una enfermedad
cardiovascular (Ortiz-Rodriguez et al., 2022; Rojas-Martinez et al., 2021). Factores
como el sobrepeso, la obesidad abdominal, y los estilos de vida sedentarios se han

identificado como determinantes clave del desarrollo de MetS.



Entre sus componentes mas frecuentes, destacan la obesidad abdominal, la
hipoalfalipoproteinemia y la hipertension, afectando predominantemente a mujeres
(Macias et al., 2021).

1.2. Tejido adiposo visceral y mediadores inflamatorios

Inicialmente el tejido adiposo visceral (VAT, por sus siglas en inglés Visceral
Adipose Tissue) era considerado como un reservorio energético, sin embargo, hoy
se reconoce como uno de los érganos endocrinos mas grandes del cuerpo y como
un tejido activo en procesos de sefalizacion celular mas alla de su funcion de
almacenamiento energético. EI VAT alberga una densa red de células inmunes
residentes —como macrofagos, linfocitos T y B, células dendriticas, NK, eosindfilos,
mastocitos e ILC2— que en condiciones fisioldgicas mantienen la homeostasis
metabdlica mediante la secrecion controlada de citocinas antiinflamatorias y la
promocion del fenotipo M2 de los macréfagos (Kolb, 2022; Medina-Urrutia et al.,
2024).

En condiciones de obesidad, este tejido experimenta inflamacion estéril,
desencadenada por estrés metabdlico, hipoxia y muerte adipocitaria. Estos
procesos generan moléculas sefializadoras conocidas como DAMPs (damage-
associated molecular patterns), que activan respuestas inmunes locales y
sistémicas (Kolb, 2022). Durante la expansion del TAV en la obesidad, la hipoxia y
muerte celular favorecen la infiltracién de macrofagos y otras células inflamatorias
adoptando un fenotipo proinflamatorio (Galic et al., 2010). Estas células forman
estructuras caracteristicas denominadas crown-like structures (CLS) alrededor de
los adipocitos necroticos y liberan citocinas como TNF-a, IL-6, MCP-1 e IL-1(,
generando un microambiente inflamatorio que impulsa la resistencia a la insulina y
la disfuncion metabolica (Alexaki, 2024; Klein & Varga, 2018; Revelo et al., 2014).
En contraste, las ILC2 contribuyen al mantenimiento del metabolismo saludable y a
la preservacion de la homeostasis al inducir eosinéfilos y macréfagos M2 mediante
la secrecion de IL-5 e IL-13 y la liberacion de péptidos metionina-encefalina que
favorecen la termogénesis (Englebert et al., 2024).



Ademas de los cambios en la infiltracion de macroéfagos vy linfocitos, las adipocinas
también juegan un papel clave en la funcién del VAT. Adipocinas como la leptina, la
visfatina y la resistina tienen efectos proinflamatorios, mientras que la adiponectina
tiene propiedades antiinflamatorias y su produccion se encuentra disminuida en la
obesidad. Esta desregulacion contribuye al estado inflamatorio crénico en el tejido
adiposo. Asimismo, esta inflamacion no se limita a este érgano, sino que tiene
efectos sistémicos, contribuyendo a la patogénesis de enfermedades
cardiovasculares, autoinmunes y metabélicas como la MASLD (Izaola, 2015; Vega-
Robledo & Rico-Rosillo, 2019).

1.3. MASLD: definicién, progresién y diagnostico

En 2023 se propuso el cambio de nomenclatura de NAFLD (Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease) a MASLD, con el fin de resaltar la fuerte asociaciéon de esta
enfermedad con la disfunciébn metabdlica y diferenciarla de otros tipos de
hepatopatias. MASLD se define por la acumulacion de lipidos (esteatosis) en mas
del 5% de los hepatocitos, y la presencia de al menos un componente del MetS
(Hagstrom et al., 2024). De hecho, se sabe que el 80% de las personas que
padecen MASLD tiene sobrepeso u obesidad, 72% tiene niveles altos de
triglicéridos y colesterol y el 44% de padecer DM2 (Younossi et al., 2016). Por otro
lado, también se ha observado que los niveles de VLDL (Very Low Density
Lipoproteins) se encuentran aumentados (25.71%) y los niveles de HDL (High
Density Lipoproteins) se encuentran disminuidos (62.8%) en pacientes con
MASLD(Mahaling et al., 2013). A nivel mundial se estima que MASLD tiene una
prevalencia del 29% y en México esta prevalencia podria ser de mas del 60% (Ye
etal., 2020). La enfermedad de MASLD puede progresar a esteatohepatitis
asociada a la disfuncion metabolica (MASH por sus siglas en inglés Metabolic-
associated steatohepatitis), esta ultima se caracteriza por presentar infiltrado
inflamatorio y balonamiento de hepatocitos (Kleiner, 2017); y en algunos casos la
MASLD puede evolucionar a fibrosis, cirrosis y posteriormente a carcinoma

hepatocelular (Guo et al., 2022).



Para diagnosticar MASLD, se deben hacer varias pruebas, como la evaluacion
clinica para descartar otras causas de dafio hepatico y pruebas bioquimicas de
sangre. Sin embargo, estas pruebas bioquimicas tienen sus limitaciones, cerca del
80% de los pacientes con MASLD muestran niveles de funcidn hepatica normales y
algunos parametros como la bilirrubina y la albumina aumentan solo hasta las
etapas avanzadas de la enfermedad. Ademés, ninguno de los parametros por si
solos es especifico para establecer un diagndstico positivo de MASLD

(Fierbinteanu-Braticevici, 2010).

Otra herramienta para el diagnostico de MASLD es a través de una biopsia hepética
que permite una valoracién histoldgica utilizando la puntuacion de Kleiner, también
llamada puntuacion NAS (NAFLD Activity Score), la cual evalta el grado de
esteatosis, inflamacion y el balonamiento de los hepatocitos. Aunque este método
es considerado el “estandar de oro” para diagnosticar de forma precisa la
enfermedad, su uso es limitado debido a su caracter invasivos y al riesgo de

complicaciones posteriores a la biopsia como dolor y sangrado (Chi et al., 2017).

Recientemente se han desarrollado diversas herramientas no invasivas para el
diagnéstico y estratificacion de MASLD. Entre las pruebas séricas mas utilizadas se
encuentran los indices basados en parametros clinicos y bioquimicos, como el
NAFLD Fibrosis Score (NFS), el FIB-4 y el APRI, los cuales combinan variables
como edad, indice de masa corporal (IMC), niveles de transaminasas y plaguetas
para estimar la probabilidad de fibrosis hepatica avanzada. Estas herramientas
permiten descartar fibrosis significativa en atencion primaria, aunque su rendimiento

puede variar segun la poblacién evaluada (Bahirwani & Griffin, 2022).

En cuanto a los métodos de imagen, la elastografia es una de las principales formas
para estudiar el higado; esta permite estimar la rigidez tisular mediante la medicion
de la propagacion de ondas mecanicas en el tejido, permitiendo detectar fibrosis
temprana, asi como monitorear progresion o regresion de la enfermedad (Ferraioli
& Roccarina, 2022). De esta técnica se derivan la elastografia acustica de
transmision, la elastografia por resonancia magnética y la elastografia transitoria

(FibroScan®); esta ultima se ha convertido en una de las técnicas mas empleadas,



ya que mide la rigidez hepatica como un marcador indirecto de fibrosis. Ademas,
permite cuantificar el contenido graso hepéatico mediante el parametro CAP
(Controlled Attenuation Parameter) (Sanyal et al., 2023). Otra técnica relevante es
la elastografia por resonancia magnética (MRE), considerada mas precisa que la
elastografia transitoria para detectar fibrosis en estadios iniciales y avanzados,
aunque su costo y disponibilidad son limitantes (Pepin et al., 2022). Sin embargo, la
interpretacion de las elastografias puede verse afectada por la presencia de
inflamacion aguda, edema, congestion hepatica, grado de esteatosis e incluso la
posicion del mismo paciente durante el estudio; es por esto que los articulos
enfatizan la necesidad de estandarizacion en protocolos y puntos de corte, asi como
de interpretacion integrada con datos clinicos y bioquimicos (Kennedy et al., 2018).

1.4. Mecanismos moleculares de la inflamaciéon

La secrecion de adipocinas del VAT, asi como la acumulacion de lipidos en el
higado, fomentan la inflamacion a través de las vias de sefializacion del factor
nuclear kappa B (NF-kB), que también son activadas por los acidos grasos libres y

contribuyen a la resistencia a la insulina (Mili¢ et al., 2014).

Se sabe que NF-kB es un regulador clave de la respuesta inflamatoria en el higado
y su activacion puede promover la acumulacién de triglicéridos y la infiltracion de
células inmunitarias, lo que agrava la inflamacién hepatica y favorece la progresion
de enfermedades como la esteatosis hepatica y la cirrosis. En condiciones
normales, NF-kB permanece inactivo en el citoplasma, unido a proteinas inhibidoras
de la familia IkB (Inhibidoras de kB). Sin embargo, cuando hay inflamacion, se
desencadena una cascada de sefalizacion que involucra la fosforilacion vy
degradacion de las proteinas IkB, lo que permite que NF-kB se libere y se transloque
al nacleo celular. Una vez en el nucleo, NF-kB actua como un factor de transcripcion
gue promueve la expresion de genes relacionados con la inflamacion (Nowak &
Relja, 2020).



En un estudio reciente se identificaron distintas vias biolégicas diferenciadas segun
la etapa de la enfermedad. En la comparacidén entre higados sanos y MASH, se
destacaron procesos relacionados con la transduccion de sefiales, respuesta
inmune y anti-apoptosis. Mientras que entre higados sanos y MASLD simple,
predominaron la comunicacion celular, transduccién de sefiales y respuesta
inmune. Finalmente, en la transicibon de MASLD a MASH, las vias mas
representativas fueron las de metabolismo y energia (Gh & Arabfard, 2020).

1.5. Citocinas y su papel en la inflamacién y el metabolismo

Las citocinas son moléculas de sefializacion (proteinas pequefias) que median la
comunicacién entre células, especialmente en el sistema inmune. Son producidas
por muchas células, no solo por células inmunes como macroéfagos, linfocitos T y B,
células dendriticas, sino también por células no inmunes como fibroblastos, células
endoteliales, células epiteliales, etc. Estas actlan uniéndose a receptores
especificos, lo que desencadena cascadas de sefializacion intracelular (como NF-
kB, JAK-STAT, MAP kinasa, etc.) que modulan aspectos como proliferacién celular,
apoptosis, produccién de otras citocinas, quimiocinas, entre otros (Harvanova et al.,
2023; Kany et al., 2019).

Funcionalmente las citocinas se pueden clasificar en citocinas pro-inflamatorias,
gue pueden intensificar la respuesta inmune ante infecciones o dafio en tejidos, en
citocinas anti-inflamatorias, también llamadas reguladoras, las cuales, como su
nombre indica, ayudan a controlar, modular o limitar la inflamacién durante la
resolucién del dafio o infeccién; ademas, hay citocinas pleiotrépicas que pueden
tener efectos pro o anti-inflamatorios dependiendo del contexto o estado del
microambiente y las células involucradas (Borowczak et al., 2022; Kany et al., 2019;
Ohsuzu, 2004).

Aunqgue una de las principales funciones de las citocinas es iniciar las respuestas

inmunitarias, su papel en la regulacion de la homeostasis energética y su
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implicacion en la etiologia de las enfermedades metabdlicas no han sido claramente
establecidos (Catalan et al., 2016).

La inflamacion subclinica es uno de los mecanismos clave durante la resistencia a
la insulina y otros componentes del sindrome metabdlico. El papel fundamental en
el desarrollo del estado proinflamatorio cronico de bajo grado ahora se atribuye
también al tejido adiposo y sus factores endocrinos. Este estado se caracteriza por
niveles circulantes elevados de proteinas de fase aguda, citocinas proinflamatorias
como IL-32 y YKL40/CHI3L1 (Mraz et al., 2011), ademas de citocinas como FGF21
gue tienen efecto anti-inflamatorio y protector (Fisher & Maratos-Flier, 2016).

1.5.1.1L-32

La IL-32 se ha identificado como una citocina con funciones importantes en la
amplificacion de las reacciones inflamatorias, asi como en la remodelacion de la
matriz extracelular en el VAT, lo que contribuye al desarrollo de diversas
comorbilidades. De igual forma, la expresién de IL-32 aumenta en adipocitos
viscerales sometidos a estimulos inflamatorios y es detectable en la circulacion
sistémica. Esta citocina también se encuentra sobreexpresada en MASLD donde se
asocia con la presencia y gravedad de la esteatosis (Catalan et al., 2016; Joosten
et al., 2013; Netea et al., 2005). La expresion de IL-32 es mayor en VAT y en la
grasa subcutanea de individuos obesos y en monocitos expuestos a medios
acondicionados con adipocitos obtenidos de individuos obesos en comparacion con
voluntarios delgados (Damen et al., 2020). Por ello, se ha sugerido que la IL-32
puede desempefiar un papel importante en la patogenia de la resistencia a la

insulina asociada a la obesidad.

En un analisis de expresion génica de muestras de biopsias hepaticas de pacientes
sometidos a cirugia bariatrica en comparacién con muestras de pacientes sin
obesidad que habian recibido una colecistectomia, se encontré que la IL-32 estaba
significativamente mas elevada en el higado de pacientes con MASLD,
especialmente en aquellos con MASH. Ademas, la IL-32 mostré una fuerte
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correlacion con otros marcadores inflamatorios como CXCL9 y CXCL10, sugiriendo
su participacion en la inflamacién hepatica. También se observo que los niveles de
IL-32 estaban asociados con parametros clinicos como el IMC, el puntaje de NAS
(Dali-Youcef et al., 2019).

Se ha visto que la produccion de IL-32 es estimulada por TNF-a y tiene efectos
proinflamatorios al activar las vias de activacion de NF-kB y, a su vez, en una
retroalimentacion positiva, la activacion de mas TNF-a (Hong et al., 2017; Kim et al.,
2005) (J. T. Hong et al., 2017; S.-H. Kim et al., 2005). La regulacion positiva entre
TNF-a e IL-32 puede llevar a una inflamacion de bajo grado en tejidos como el
higado (Catalan et al., 2016). También se ha reportado que la presencia de IL-32
puede afectar el flujo de colesterol y la acumulacion de lipidos intracelulares al
disminuir la expresion de PPARy, ABCA1 y LXRa a nivel de ARNm y de proteina
(Z. Xu et al., 2017). Por el contrario, la disminucion de IL-32 en organoides primarios
de higado reduce la concentracion intracelular de triglicéridos al disminuir la sintesis
de éstos (Sasidharan et al., 2024).

1.5.2. FGF21

Otra proteina de interés es el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21). Esta
citocina se produce mayormente en el tejido adiposo, aunque también se produce
en el higado. En el contexto de MASLD/MASH, los niveles circulantes de FGF21 se
encuentran elevados, lo que sugiere que podria desempefiar un papel protector
frente al dafio hepético inducido por la acumulacion de lipidos y la inflamacion. Sin
embargo, esta sobreexpresion en individuos con obesidad, DM2 y enfermedad
hepatica sugiere la existencia de una posible resistencia a FGF21, similar a la
resistencia a la insulina o la leptina. Esta resistencia podria explicar por qué, a pesar
de sus efectos benéficos, FGF21 no logra contrarrestar completamente la
progresion de la enfermedad en dichos pacientes (Jensen-Cody & Potthoff, 2021).

El FGF21 es un factor inducible por el estado alimenticio en el tejido adiposo que

regula la actividad de PPARYy, el cual es un regulador transcripcional maestro de la
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adipogénesis (Dutchak et al., 2012). Ademas, se ha observado que el FGF21 activa
a PPARa a través de la via de ERK 1/2, lo que a su vez regula la expresién de genes
implicados en la oxidacién de &cidos grasos y la cetogénesis durante el ayuno. De
igual manera, la activacion de PPARa puede inducir la expresion de FGF21 en el

higado, sugiriendo una relacion reguladora entre ambos (Fisher et al., 2011).

Se ha analizado la relacion entre FGF21 y MASLD en particular en su forma mas
severa de MASH. A través de un enfoque transversal con pacientes con obesidad y
DM2, se encontré que los niveles plasmaticos de FGF21 son mas elevados en
aquellos con MASH en comparacion con quienes solo tienen esteatosis 0 no
presentan acumulacién de grasa en el higado. Sin embargo, estos niveles no se
asocian con la cantidad de grasa hepéatica en si, sino con el grado de inflamacion y
fibrosis en el higado, esto sugiere que FGF21 puede ser un biomarcador util para
identificar pacientes con mayor riesgo de progresién de la enfermedad hepatica
(Barb et al., 2019).

1.5.3. YKL-40

Al igual que con la IL-32 y el FGF21, se ha asociado a un incremento en la
concentracion de los niveles circulantes de la YKL-40 (también llamada proteina 1
parecida a la quitinasa 3 o CHI3L1) derivados del VAT, se ha asociado a un
incremento en la concentracion de los niveles circulantes en la obesidad y en la
resistencia a la insulina. (Catalan, Gémez-Ambrosi, Rodriguez, Ramirez, Silva,
etal., 2011). Se ha reportado que la circunferencia de la cintura se asocia
positivamente con los niveles de la YKL-40 en el suero en la poblacién general y la
pérdida de peso inducida por la dieta reduce sus concentraciones (Catalan, Gomez-

Ambrosi, Rodriguez, Ramirez, Rotellar, et al., 2011).

En experimentos in vitro se demostré que la YKL-40 activa directamente las células
estrelladas hepaticas a través del receptor IL13Ra2, lo que lleva a un aumento en
la expresion de genes pro-fibréticos como ACTA2, COL1A1, TIMP-1 y TIMP-2.
Ademas, la estimulacion de macrofagos con la YKL-40 promueve la liberacion de
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factores como el TGF-B y CTGF, que a su vez activan a estas células (Kim et al.,
2023). De igual manera, se ha demostrado que la disminucion de la YKL-40
disminuye la expresion de SREBF1, disminuyendo asi la lipogénesis tanto en
ratones como en cultivos celulares de hepatocitos, por lo que la YKL-40 podria jugar

un papel en el metabolismo de lipidos en el higado (Lee et al., 2019).

A pesar de la evidencia que vincula la obesidad con la inflamacion crénica de bajo
grado y su impacto en la progresion de MASLD, aun no se ha determinado con
precision como es que el grado de inflamacion del VAT influye en los cambios
moleculares del higado en esta enfermedad. Se han identificado diversas citocinas
proinflamatorias derivadas del VAT como mediadores clave en la comunicacion
entre estos tejidos, sin embargo, la relacion especifica entre la presencia de estas
citocinas y MASLD aun no se ha dilucidado por completo. Por eso, buscar
diferencias a nivel sanguineo entre estas citocinas y los datos de quimica sanguinea
podria permitir la identificacion de biomarcadores tempranos que faciliten el
diagnéstico y prondéstico de MASLD, asi como el desarrollo de estrategias
terapéuticas dirigidas a modular la inflamacion en etapas tempranas de la

enfermedad.

2. Pregunta de investigacion

¢, Cual es el perfil inflamatorio del VAT y su comunicacién con el higado mediada por
citocinas en pacientes con y sin MASLD, y puede este perfil servir como marcador
diagnéstico y prondstico de la progresion de esta enfermedad?

3. Hipotesis

Si el perfil inflamatorio del VAT y su comunicacion con el higado, mediada por
citocinas en pacientes con MASLD, difiere del observado en individuos sin esta
afeccidén, entonces estas citocinas podrian desempefiar un papel clave en la
progresion de MASLD, permitiendo su uso como marcadores diagnosticos y

prondsticos mas precisos para la enfermedad.
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4. Objetivo general

Caracterizar el perfil inflamatorio del VAT y su relacion con MASLD, mediante el
analisis de citocinas inflamatorias a nivel sérico, con el proposito de identificar

posibles biomarcadores diagnosticos y prondsticos.

5. Objetivos particulares

e Determinar las concentraciones séricas de IL-32, FGF21 y YKL-40 en
pacientes con y sin MASLD, con el propoésito de evaluar su potencial como
biomarcadores inflamatorios asociados a la enfermedad.

e Comparar los cambios histoldgicos entre los tejidos de los pacientes con y
sin MASLD para determinar el impacto a nivel estructural de la enfermedad

e Analizar las posibles relaciones de las citocinas evaluadas con los
parametros bioquimicos de los pacientes con y sin MASLD

6. Metodologia
6.1. Disefio del estudio y poblacién

El presente es un estudio observacional, transversal, prolectivo y comparativo entre
casos y controles. Los pacientes se reclutaron en el Hospital General de México "Dr.
Eduardo Liceaga" y se conté con la participacién de pacientes programados para
colecistectomia electiva programada debido a un diagnéstico previo de colelitiasis.

Antes de su procedimiento quirargico, los pacientes fueron invitados e informados
verbalmente sobre los objetivos del estudio, los procedimientos involucrados y los
riesgos minimos asociados. Posteriormente, los participantes firmaron un
consentimiento informado por escrito donde se les explic6 en qué consistiria su
participacion. La cual consistié en la obtencién de una biopsia hepética 'y de TAV de
aproximadamente 1cc cada una y una muestra sanguinea de aproximadamente 10

mL totales.
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Posteriormente, se aplicé el cuestionario el cuestionario AUDIT (Alcohol Use
Disorders Identification Test) para evaluar el consumo de alcohol de los
participantes con el fin de descartar que la acumulacion de grasa en el higado
estuviera relacionada con el consumo excesivo de alcohol. De esta manera, se
garantizd que los pacientes diagnosticados con MASLD tenian una afectacion de
origen metabdlico y no cumplian con los criterios de enfermedad hepatica asociada
al alcohol (ALD). Asi mismo, se reclutaron Unicamente pacientes que no estuvieran
bajo tratamiento farmacologico que pudiera modificar el contenido de lipidos en el
higado. Los pacientes se agruparon en controles o MASLD de acuerdo al puntaje
NAS obtenido al evaluarlos al microscopio y después de que un patélogo
independiente corroboré el diagnostico; Se consideraron como controles aquellos
qgue tuvieron un puntaje de 2 o menos, mientras que los pacientes con MASLD

fueron aquellos con un puntaje de 3 0 4.

Los criterios de inclusion, exclusion y eliminacion empleados en este estudio se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.

Criterios de inclusidn Criterios de exclusion Criterios de eliminacion

Tratamiento farmacol6gico

. que altere o modifique &l o )
+18 afios ) .| sentimiento posterior a la
contenido de grasa hepati-

Desso de retirar su con-

cirugia
ca
Firma de consentimiento ) N Tejido insuficiente ono
) Presencia de ascitis )
informado analizable
Consumo elevado de al- Progresion de la enfer-

Colecistectomia electiva | cohol (Hombres: 30g/dia, medad a fibrosis o cirro-
Mujeres: 20gidia) sis

Mo guerer participar

Presencia de otras h epato-
patias

El tamafo de la muestra fue no probabilistico, sino por disponibilidad. Se reclutaron
inicialmente 57 pacientes, de los cuales se excluyeron 28 por las siguientes razones:

progresion de la enfermedad a fibrosis (n = 24), cirrosis (n = 2), MASH (n=2) o
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imposibilidad de valorar sus muestras debido al tamafio insuficiente de la biopsia

hepética obtenida (n = 2).

Posteriormente, se seleccionaron Unicamente aquellos pacientes que contaban con

una cantidad suficiente de muestra de higado, TAV y suero para los analisis

propuestos. De esta manera, la cuantificacion de las citocinas se realizé6 con 20

pacientes: 10 controles y 10 pacientes MASLD, mientras que para la extraccion de

ARN se seleccionaron 5 controles y 5 pacientes MASLD. El resumen de la

agrupacion de pacientes se muestra en a figura 1.

Facientes Reclutados:
a7

Pacientesincluidos:
29

Eliminados

Pacientes con fibrosis: 24
Pacientes con cirrosis 2

Pacientes con muestras no valorables: 2

Eliminados
Facientes MASH:
2

15

Faciente s contral:

Paciente s MASLD:

12

Seleccian de pacien-

tes con mue stras sufi-

cientes

Paciente s incluidos
para analisis de ELISA:
Control: 10
MASLD: 10

Pacientesincluidos para
extraccion de ARN:
Control: 5
FAASLD: 5

Figura 1. Agrupacion de pacientes
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6.2. Obtencion de las muestras

Tras completar la colecistectomia, el cirujano procedié a tomar la biopsia hepatica
y de VAT de la regién del epiplon. La muestra sanguinea se recolecté en tubos

Vacutainer con EDTA. Las muestras fueron procesadas de la siguiente manera:

e La mitad de la biopsia hepatica y de VAT se preservd en el reactivo
ALLPROTEC. Las muestras se almacenaron a -70°C para analisis
posteriores.

e La otra mitad se fijo en paraformaldehido (PFA) al 4% para su inclusion en
parafina y posterior analisis histolégico mediante tincién con hematoxilina-

eosina (H&E) y tricrémico de Masson.

La sangre de los pacientes se centrifug6 a 2500 rpm durante 10 min. Se separo el
plasma de los leucocitos y se almacend a -70°C hasta su procesamiento para

cuantificacion de citocinas por ELISA.

6.3. Procesamiento de las muestras
6.3.1. Técnica histoldgica

Las muestras se fijaron en PFA al 4% por 24 h; posteriormente fueron deshidratadas
durante 2 h en cada una de las concentraciones crecientes de etanol: 70%, 80%,
96% Yy etanol puro. Las muestras fueron aclaradas usando xilol con 2 cambios del
reactivo y una duraciéon de 1 h cada uno. A continuacion, se les dio un bafio de
parafina a 58°C con 2 cambios de 1 h cada uno. Por ultimo, se vertieron en moldes
y se dejaron solidificar. Se realizaron cortes de 10 um de grosor con un micrétomo,

se colocaron a bafio maria (40-45°C) y se montaron en portaobjetos.
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6.3.2. Tincion con hematoxilina-eosina (H&E)

Los cortes se desparafinaron con xilol a 37°C usando 2 cambios de 5 min cada uno.
Luego se rehidrataron con concentraciones decrecientes de etanol: 100% por 2 min,
96% por 2 min, 80% por 1 min, 70% por 1 min y agua destilada por 1 min. Los
cubreobjetos se sumergieron en tincion de hematoxilina por 5 min y se lavaron con
agua corriente durante 5 min. Después se sumergieron en la tincion de eosina
durante 45 s y se deshidrataron nuevamente con concentraciones de etanol
crecientes: 70%, 80%, 96% por 30 s cada uno y 100% durante 1 min. Finalmente,
se montaron los cortes con resina y cubreobjetos. Los pasos de deshidratacion,

tincion y lavados se realizaron a temperatura ambiente.

Las muestras fueron evaluadas mediante microscopia de campo claro para
clasificar a los pacientes en tres grupos: controles (sin MASLD/MASH), pacientes
con MASLD y pacientes con MASH.

6.3.3. Tincién tricromica de Masson

Los cortes se desparafinaron con xilol a 37°C usando 2 cambios de 5 min cada uno.
Luego se rehidrataron con concentraciones decrecientes de etanol: 100% por 2 min,
96% por 2 min, 80% por 1 min, 70% por 1 min y agua destilada por 1 min. Los
portaobjetos se sumergieron en hematoxilina de Weigert durante 10 min y después
se lavaron con agua corriente durante 5 min. Posteriormente se sumergieron en
fucsina &cida durante 5 min y se lavaron con agua destilada durante 1 min. Luego,
se sumergieron en una solucién de fosfomolibdico-fosfotungstico durante 10 min.
Para detectar el colageno se sumergieron en tincion de azul de anilina durante 10
min y se lavaron con una solucion de acido acético al 1% durante 1 min.
Nuevamente se deshidrataron con concentraciones de etanol crecientes: 70%,
80%, 96% por 30 seg cada uno y 100% durante 1 min. Finalmente se montaron los
cortes con resina y cubreobjetos. Los pasos de deshidratacion, tincion y lavados se

realizaron a temperatura ambiente.
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6.4. Determinacién de concentraciones séricas de citocinas

La concentracion sérica de las citocinas se determind por medio de kits de Ensayo
de Inmunoadsorcion Ligados a Enzimas (ELISA) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Los kits utilizados fueron los siguientes: Human YKL-40 (MyBioSource,
San Diego, CA), con coeficientes de variacion inter e intra ensayo de <6.6% vy
<7.6%, utilizando dos diluciones: 1:5 y 1:10 de acuerdo a las concentraciones
séricas reportadas (Al-Saba etal., 2022; Cai et al., 2022; Qiu & Zhang, 2022;
Vazquez-Del Mercado et al., 2023). Human FGF-21 (Thermo Scientific, Waltham,
MA) diluyendo el suero 1:2, con coeficientes de variacion inter e intra ensayo de
<12% y <10% respectivamente; ademas de una dilucién de 1:4 tomando en cuenta
las concentraciones ya reportadas (Domouzoglou et al., 2023; Post et al., 2023; Xu
et al., 2024). RayBio Human IL-32A (RayBiotech, Norcross, GA) con una dilucién
1:2, con coeficientes de variacion inter e intra ensayo de <12% y <10%
respectivamente; ademés de una dilucibn 1:4 tomando en cuenta las
concentraciones séricas ya reportadas (Fadaei et al., 2020; Krajewska et al., 2019;
Rong et al., 2020). Las diluciones mencionadas se hicieron para asegurar que al
menos una concentracion de las citocinas se encontrara dentro de los valores
detectables de los kits. Al igual que la curva patron, las muestras de los pacientes
se realizaron por duplicado para cada dilucion para asegurar la reproducibilidad de

los resultados.

6.6 Andlisis estadisticos

Los datos bioquimicos y antropométricos de los grupos se analizaron utilizando el
software NCSS 2023 v23.0.3 para Windows 10 (NCSS LLC, UT, EE. UU) y
GraphPad Prism v10.4.0.621 para Windows 10 (GraphPad Software LLC, CA, EE.
UU.). La prueba de normalidad usada fue la de Shapiro-Wilk para menos de 50
muestras. Como prueba paramétrica se utilizO T-Student para muestras
independientes y como prueba no paramétrica se utilizé U de Mann-Whitney, segin
fuera necesario. Para las pruebas de correlacion entre YKL-40, FGF21 e IL-32 con

los datos antropométricos y bioquimicos se utilizé Spearman. Para este proyecto se

20



tomaron en cuenta aquellas correlaciones que fueron como minimo moderadas, de
acuerdo a los rangos de correlacion establecidos en el “Manual de orientacion del
ensayo” del NIH y a otros autores (Markossian et al., 2004; Miot, 2018; Mukaka,
2012; Papageorgiou, 2022).

7. Resultados
7.1 Datos antropomeétricos

Los datos antropométricos por grupo se muestran en la tabla 2. Del total de
pacientes analizados y agrupados en controles (n=10) y MASLD (n=10), el 90%
(n=18) de la cohorte fueron mujeres y el 10% (n=2) fueron hombres. La edad
promedio de la cohorte fue de 40.75 (x11.83) afos. El grupo control tuvo un IMC
promedio de 26.37 (£5.22) Kg/m?y el del grupo con MASLD fue de 28.34 (+3.94),

sin embargo, no hubo diferencia estadistica entre ambos grupos (p=0.35).

Tabla 2. Datos antropométricos

. Controles, n=10, | MASLD, n=10, | Yalor
Pararmetro ) )
media, (DE) media, ([DE) dep
Sexo, fem 100% B0 % .15
Edad (&fos) 421 (10.99) 39.4 (13.04) 0.62
Feso (Kyg) B7.52 (13.78) 71.85 10.5) 0.43
Talla (m) 1.59 (0R) 1.69 (.09) 0.85
IMC {kgdm®) 26.37 [5.22) 28.34 3.84) 0.35

7.2 Evaluacién histoldgica de la arquitectura hepatica en controles vs MASLD

En la fig. 2, se muestran imagenes histoldgicas representativas con tincion de H&E
de los pacientes control (incisos a y b) y pacientes con MASLD (incisos c y d), las
cuales se tomaron para realizar el diagnéstico de los pacientes. En el inciso a) se

observa una vena portal (VP) y una microarquitectura del tejido bastante
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homogénea, con los hepatocitos formados en cordones y sin presencia de fibrosis
ni infiltracion leucocitaria en los 100 aumentos, mientras que en el inciso b) los
hepatocitos se observan con forma y tamafio bastante homogéneos. En el inciso c)
se aprecia una vena central (VC), presencia de macro y microvesiculas de lipidos
(flechas negras), ademas de que los hepatocitos no se ven ordenados en cordones,
lo que indica cambios en la microarquitectura del higado, por ultimo, en el inciso d)
se observan algunos hepatocitos balonados (flechas negras) con citoplasma mas

claro en comparacion con los hepatocitos de los pacientes control.

Para la evaluacion de la fibrosis se realizé una tincién Tricromica de Masson, la cual
se muestra en imagenes representativas de pacientes control (incisos a y b) y
MASLD (incisos cy d). En la Figura 3. En el inciso a) se aprecia una vena portal con
presencia de colageno en su periferia al igual que en el inciso b) donde se observa
una triada portal en 400 aumentos también con un poco de colageno. En el inciso
c) se muestra una fotografia con una franja grande de colageno y sinusoides con
colageno en su interior. Por ultimo, en el inciso d) se observan 2 cumulos de fibras
de colageno donde se aprecian mas facilmente las sinusoides con colageno en su

interior.
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Control

MASLD

Figura 2. Evaluacion morfolégica de biopsias hepéticas. Se muestran fotos
tomadas con microscopio de campo claro con tincion de H&E en el inciso a) se
muestra una imagen de 100 aumentos con una vena central (VC), mientras que en
b) se muestra una imagen de 400 aumentos. En c¢) se muestra una imagen de 100
aumentos con una vena central (VC) donde las flechas negras sefialan diferentes
agrupaciones de macro y microvesciculas de lipidos, mientras que en d) se muestra
una imagen de 400 aumentos donde las flechas sefialan hepatocitos balonados.
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Control

Figura 3. Evaluacion histolégica de fibrosis. Se muestran fotos tomadas con un
microscopio de campo claro de cortes con tincién de Tricromica de Masson. En el
inciso a) se muestra una imagen de 100 aumentos, de un paciente control donde se
observa una vena portal. En b) se muestra una imagen de 400 aumentos, de un
paciente control donde se observa una vena portal con un poco de colageno
alrededor de la triada portal. En c) se muestra una imagen de 100 aumentos donde
las flechas sefialan la presencia de colageno en las sinusoides ademas de una
seccién amplia de colageno. En d) se muestra una imagen de 400 aumentos, donde
se observa unos cumulos de colageno ademas de sinusoides con colageno
sefaladas con flechas negras.

7.3 Diferencias en parametros de quimica sanguinea entre los grupos

estudiados

Los pacientes con MASLD presentaron niveles de triglicéridos (TG) superiores al

limite clinico normal (160 mg/dL), sin embargo, no fue estadisticamente diferente
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respecto a los pacientes control (146.43 + 43.56 vs 170.14 + 55.53). En el caso de
la ALT si hubo diferencias estadisticas ya que el grupo MASLD tuvo niveles
elevados y fuera de rango clinico normal (0-35 U/L) en comparacion con el grupo
control (21.91 + 10.25 vs 44.85 + 26.95). En contraste con ALT, las enzimas AST y
GGT, aunque también mostraron diferencias estadisticas entre ambos grupos
siendo mas elevados los valores en el grupo MASLD, los valores promedio de
ambos grupos se encontraron dentro del rango clinico normal (0-35 U/L para AST y
1-94 U/L para GGT). Los demés parametros bioquimicos se encontraron dentro de
los limites clinicos y no mostraron diferencias estadisticas entre ambos grupos
(Tabla 3).

Tabla 3. Datos de quimica sanguinea

i Controles, n=10, | MASLD, n=10, | “alor
Farametro ) ]
media, (DE) media, (DE) de p
Triglicéridos (mgidL) 1465.43 (43.56) 17014 (55.53) | 0.3
Lipoproteinas de baja densidad
104.05 (19.86) 12343 (23.23) | 0.06

(LDL, mgfdL)

Lipoproteinas de alta densidad

4593 2.1 5721 (34,46 0.6
(HOL, mygsdL) B11) @ )
Colesterol Total (mgsdL) 164.3 (40.08) 173 (29.76) 0.7
Albamina (mgfdL) 4.34 (0.2 4015 (52) 0.o7
Alanina aminotransferasa

2191 (10.25) 44.85 (26.95) 0.02
{ALT, UML)
Aspartato aminotransferasa

TETT(4.2) 32.57(19.2) 0.04
{AST, Ui )
Gannuna-Glutamil Transferasa

34.33 (30.349) F2.57 (58.47) 0.04
{GGT, U1L)
indice AST/ALT 0.89 (.21 0.85 (.33 0.7

7.4 Cuantificacion de citocinas séricas

En cuanto a las concentraciones séricas de las citocinas IL-32, YKL-40 y FGF21
(Fig. 4), no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos. En la tabla 4 se muestran los valores de las concentraciones séricas de las

citocinas
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Figura 4. Comparacion de los niveles de citocinas séricas. a) Concentracion de
IL-32, b) concentracion de YKL-40, c) concentracion de FGF21. Se graficaron las
medianas junto con los rangos intercuartiles. La cuantificacion de citocinas se
realizé por triplicado.

Tabla 4. Concentraciones séricas de citocinas

Caontroles, n=10, |MASLD, n=10, Walor
media, (DE) media, (DE) de p

YKL-40 (poéml) | 8467 54 (4585 76) (8034 61 (3069.44) | 0.8

Citocina

FGF21 (pgml) | 169.85 (142.94) |148.72(98.36) |08

IL-32 (pg'mly | B9.B5 (32.12) 51.29 (9 52) 02

7.5 Patrones de correlacion entre citocinas y variables de quimica sanguinea

Se realizaron andlisis de correlacion de Spearman entre las concentraciones

obtenidas de las citocinas y los parametros bioquimicos y antropométricos.

En el grupo control la YKL-40 correlacioné positivamente de manera moderada y
significativa con AST (rho= 0.63; p= 0.04). El IMC (rho= 0.56; p= 0.08), ALT (rho=
0.54; = 0.1), y el peso (rho=0.51; p= 0.12) también correlacionaron de manera
positiva sin presentar una significancia estadistica. En contraste los niveles de HDL
y albumina presentaron una correlacion negativa modera sin significancia
estadistica, con valores de rho=-0.61; p=0.06 y rho=-0.5; p= 0.13 respectivamente.

La IL-32 tuvo una correlacién positiva fuerte y significativa con ALT (rho=0.71; p=
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0.01) y GGT (rho= 0.7; p= 0.02) y con triglicéridos una correlacion positiva
moderada y significativa (rho= 0.64; p= 0.04). Con los niveles de LDL (rho=-065;
p= 0.04) y con la relacion AST/ALT (rho= -0.69; p= 0.02) presentd una correlacion
negativa moderada estadisticamente significativa. La matriz de correlacién de los

pacientes control se muestra en la figura 5.

En cuanto a los pacientes MASLD, la citocina YKL40 tuvo una correlacion positiva
muy alta con FGF21 (rho= 0.91; p= 0.0005), una correlacion positiva alta con los
niveles de TG (rho= 0.74; p= 0.01), ambas significativas; también tuvo una
correlaciébn moderada positiva con los niveles de LDL (rho= 0.58; p= 0.07) aunque
no fue significativa. En contraste, YKL40 tuvo correlacion moderada negativa
significativa con los niveles de HDL (rho=-0.68; p= 0.03). Por otro lado, el FGF21
tuvo una correlacion positiva moderada con los niveles de AST (rho= 0.55; p=0.12)
y TG (rho= 0.63; p= 0.06), mientras que tuvo correlacién negativa moderada con los
niveles de HDL (rho= -0.61; p= 0.07). Finalmente, la IL-32 tuvo una correlacién
positiva alta con los niveles de LDL (rho= 0.71; p= 0.02) y una correlacion positiva
moderada con el valor de la relacion AST/ALT (rho= 0.55; p= 0.12). Las matrices de

correlaciéon del grupo MASLD se muestran en la figura 6.

27



b) FGF21

ASTIALT
Albumina

& °
& g3 i © adx
w = 4 < < O = 3T O 10
FGF21
IMmc
Peso
ALT 05
AST| .
ASTIALT| 0
GGT)
TG
LDOL
HDL 0.5
CT .
Albumina 10

10

1.0
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Figura 6. Matrices de correlacion del grupo MASLD. En a) correlaciones entre
YKL-40 vy las otras variables, b) correlaciones entre FGF21 y las otras variables y c)

correlaciones entre IL-32 y las otras variables.

8. Discusion de resultados

Para explorar el posible papel de las citocinas en las enfermedades hepéticas
asociadas a disfuncion metabdlica, se analizaron tanto sus niveles séricos como las
alteraciones estructurales del higado. En las biopsias del grupo control se observé
una arquitectura hepética conservada, con hepatocitos uniformes dispuestos en
cordones radiales alrededor de las venas centrales. Las células mostraron nucleos
centrales bien definidos y citoplasma homogéneo, sin evidencias de esteatosis ni

inflamacion. Asimismo, las sinusoides se encontraron libres de congestion y los
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espacios porta no presentaron infiltrado inflamatorio ni fibrosis. Esta organizacion
estructural, propia de un higado sano, es esencial para el adecuado desempefio de
las funciones metabdlicas, detoxificantes y homeostéaticas del 6rgano (Krishna,
2013).

En contraste, los pacientes con MASLD presentaron hallazgos histologicos
caracteristicos de esteatosis macrovesicular, consistente en la acumulacion de
grandes vacuolas lipidicas que desplazan el nucleo hacia la periferia del hepatocito,
tal como se observo en esta cohorte. Aunque pueden identificarse grados leves de
inflamacion en etapas tempranas, la literatura describe que el dafio hepatocelular
significativo y la fibrosis suelen ser minimos o ausentes en estos estadios iniciales
(Sergi, 2024). Esto coincide con la menor infiltracién inflamatoria observada;
ademas, el discreto balonamiento registrado podria estar vinculado tanto al propio
proceso esteatdsico como a mecanismos concomitantes, incluida la colestasis (Li
et al., 2023).

Como se detall6 previamente, la mayoria de los pacientes con MASLD de esta
cohorte fueron mujeres. Si bien la prevalencia global de MASLD tiende a ser mayor
en hombres (Cherubini et al., 2024), es importante considerar que todos los sujetos
incluidos se sometieron a colecistectomia, procedimiento cuyo contexto clinico
suele asociarse a colestasis, una condicidén mas frecuente en mujeres (Ismalil et al.,
2023). Esto explica la distribucion por sexo en la muestra. En términos de edad, la
concentracion de pacientes entre la cuarta y quinta década de vida concuerda con
lo reportado en diferentes estudios poblacionales sobre MASLD (Sheth & Chopra,
2022; Williams et al., 2011).

En cuanto a las caracteristicas antropométricas, los grupos control y MASLD
mostraron valores similares de peso, talla e IMC, sin diferencias estadisticamente
significativas. Ambos se ubicaron dentro del rango de sobrepeso, lo que indica que
la presencia de MASLD en esta cohorte no modifico el grado de adiposidad general.
Esta observacion es consistente con la evidencia que describe la existencia de

MASLD en individuos con peso normal o “delgados”, resaltando la compleja
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etiologia de la enfermedad, en la que confluyen factores genéticos, epigenéticos y
metabdlicos (Choochuay et al., 2024; Njei et al., 2024).

En cuanto al perfil hepatico, los niveles de ALT fueron significativamente mas altos
en los pacientes con MASLD y superaron el rango clinico normal, reforzando su
utilidad como marcador sensible de dafo hepatocelular en etapas tempranas de la
enfermedad. En contraste, aunque AST y GGT también mostraron valores mas
elevados en el grupo MASLD, sus medias permanecieron dentro de los limites de
referencia. Este patron es caracteristico de fases iniciales de MASLD, en las que
suele observarse una elevacion aislada de ALT; por el contrario, aumentos paralelos
de AST y GGT suelen manifestarse en estadios mas avanzados, como MASH o

fibrosis progresiva (J. Lee et al., 2024; Stroes et al., 2025).

A pesar de que los niveles de triglicéridos en el grupo MASLD superaron el rango
clinico normal, no se detectaron diferencias estadisticas respecto al grupo control.
Esto podria atribuirse al tamafo limitado de la muestra o a la heterogeneidad
metabdlica de los pacientes, ya que no todos los individuos con MASLD presentan
dislipidemia evidente (Cusi et al., 2025).

Respecto a los niveles séricos de citocinas, es relevante considerar la fisiologia
particular del tejido adiposo visceral (TAV). A diferencia del tejido adiposo
subcutaneo, el TAV drena directamente en la circulacion portal, estableciendo una
conexién anatémica inmediata con el higado (Almeida et al., 2018). Esto implica que
tanto los acidos grasos libres como las citocinas secretadas por el TAV ejercen un
impacto directo sobre el parénquima hepatico. Este principio, conocido como la
“teoria portal”’, se ha demostrado en citocinas como IL-6, cuyos niveles pueden estar
aumentados en la circulacion portal, pero no necesariamente en la sistémica (Rytka
etal.,, 2011). Bajo este modelo, es posible que las citocinas evaluadas en este
estudio no presentaran concentraciones elevadas en suero sistémico, aun cuando

su actividad local en el higado fuera mayor.

En el caso de IL-32, se ha descrito que sus niveles séricos pueden disminuir 0 no

correlacionarse con la gravedad histologica en contextos de inflamacion sistémica
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severa o dafio hepatico de diversa etiologia. En sepsis, por ejemplo, se han
reportado niveles séricos mas bajos, asociados incluso con mejor pronéstico, lo cual
sugiere una regulacion compleja y no lineal entre expresion tisular, inflamacion local
y concentraciones circulantes (Mester et al., 2025). Ademas, 1L-32 posee multiples
isoformas (a, B, y, entre otras), cada una con distinta actividad biolégica. Muchos
ensayos serologicos cuantifican Unicamente IL-32 total, sin distinguir isoformas. En
este escenario, si las formas mas biol6égicamente activas no son detectadas de
manera eficiente, podria observarse una ausencia aparente de elevacion, aun
cuando exista un aumento funcional especifico (Collister et al., 2019; Mohamed
et al., 2022).

Un estudio en pacientes obesos mostrd que IL-32 se encuentra significativamente
elevada en tejidos metabdlicamente activos, como TAV, células del estroma
vascular (SVFC) y células mononucleares de sangre periférica (PBMC), sin
observarse un incremento proporcional en suero. Ademas, la expresion de IL-32 en
TAV se correlacion6 con IMC, porcentaje de grasa corporal y circunferencia de
cintura, asi como con los niveles circulantes de la citocina. Sin embargo, estas
relaciones tisulares no necesariamente se traducen en diferencias detectables entre
grupos cuando las caracteristicas antropométricas son similares, como ocurrié en

esta cohorte (Catalan et al., 2016).

En nuestro estudio, tampoco se observaron diferencias significativas en los niveles
séricos de YKL-40 entre los pacientes con MASLD vy los controles. Este hallazgo
puede entenderse considerando que YKL-40 no se comporta como un marcador
estrictamente lineal de inflamacion sistémica. De hecho, investigaciones en
poblaciones particulares, como los bomberos expuestos al colapso del World Trade
Center, han asociado niveles mas altos de YKL-40 con un efecto protector frente al
desarrollo de enfermedad hepatica grasa no alcohdlica, lo que sugiere un papel

adaptativo mas que exclusivamente proinflamatorio (D Weiden, 2014).

Esto respalda laidea de que YKL-40 cumple funciones contextuales diversas: puede
actuar como mediador inflamatorio en ciertos escenarios, pero también desempefar

funciones reguladoras o protectoras en otros. Por tanto, la ausencia de diferencias
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en esta cohorte podria reflejar que YKL-40 no necesariamente se eleva en todas las
formas de inflamacion metabdlica y que su comportamiento depende del tipo de
estimulo y del entorno fisiopatoldgico en el que se expresa.

La YKL-40 es secretada por macréfagos, neutrdfilos y otras células inflamatorias
presentes en el tejido adiposo visceral (TAV); sin embargo, su elevacion sistémica
no es uniforme y no siempre ocurre, incluso en contextos de obesidad. Un estudio
en familiares no diabéticos de pacientes con DM2 mostré que los niveles séricos de
YKL-40 se asociaban con la relacion cintura-cadera (WHR) y los niveles de
triglicéridos en ayuno, pero no con el IMC. Esto sugiere que la adiposidad visceral,
mas que el peso corporal total, podria ser el principal impulsor local de la produccién
de YKL-40, sin traducirse necesariamente en incrementos detectables en suero
(Thomsen et al., 2015).

De manera complementaria, estudios de inmunohistoquimica han demostrado que
YKL-40 se expresa en macréfagos CD68+ localizados en zonas fibroticas del
higado. No obstante, sus niveles séricos no se correlacionaron con mediadores
inflamatorios clasicos, como TNF-a o IL-1B, lo cual indica que la concentracién
circulante depende también del nimero de macréfagos locales y de factores
tisulares especificos, y no Unicamente de la inflamacién sistémica (Kumagai et al.,
2016).

En relacion con FGF21, diversos estudios experimentales y clinicos sugieren que
sus niveles séricos no siempre se correlacionan de manera consistente con la
presencia de enfermedad hepatica grasa. Una revision sistematica y metaanalisis
reciente, que incluyd mas de 15 000 participantes, encontré que, si bien los
pacientes con MASLD presentan niveles mas altos de FGF21 respecto a controles,
esta asociacion fue considerablemente mas fuerte en pacientes con enfermedad
avanzada, como MASH o cirrosis. En contraste, los estudios que evaluaron casos
de esteatosis simple sin fibrosis no mostraron diferencias claras en los niveles
séricos (Filimidou et al., 2025). Esto sugiere que su utilidad como biomarcador

puede estar limitada en etapas tempranas de MASLD.
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Desde el punto de vista fisiopatolégico, se ha descrito que en MASLD la expresion
hepética de FGF21 aumenta como un mecanismo compensatorio. Sin embargo, en
fases avanzadas puede presentarse un estado de “resistencia a FGF21”, en el cual
su accion se ve disminuida pese a niveles elevados, fendmeno comparable a la
resistencia a insulina o leptina (Gallego-Duran et al., 2024). Diversos estudios han
mostrado que los niveles séricos de FGF21 se correlacionan fuertemente con la
masa grasa, la resistencia a la insulina y los triglicéridos; sin embargo, esta
elevacion podria reflejar una respuesta compensatoria mas que una sefal de
adecuada funcién metabdlica. Asimismo, en condiciones de bajo estado nutricional,
como en la anorexia nerviosa, los niveles se encuentran marcadamente reducidos,
lo que resalta la influencia del estado nutricional y la variabilidad interindividual (E.
S. Hong et al., 2019; Zhang et al., 2008).

Un estudio comparativo adicional mostré que los niveles en ayuno de FGF21 no
diferian entre personas obesas y delgadas. No obstante, tras una prueba de clamp
hiperinsulinémico-euglucémico, solo los individuos obesos mostraron un incremento
significativo de FGF21, lo cual sugiere una respuesta exacerbada o “inapropiada”
asociada a la resistencia a la insulina (Strgczkowski et al., 2013). Este punto es
relevante para nuestro estudio, ya que todos los participantes se encontraban en
ayuno debido a la cirugia y presentaban caracteristicas antropométricas similares,
lo que podria explicar la ausencia de diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos.

Finalmente, debe considerarse que los niveles séricos de FGF21 pueden verse
afectados por la Proteina Activadora de Fibroblastos (FAP). Un estudio demostro
que FGF21 es un sustrato de FAP, la cual lo corta y desactiva, reduciendo tanto su
actividad metabdlica como su deteccion mediante ensayos ELISA. Cuando FAP se
encuentra elevada o hiperactiva, FGF21 puede encontrarse en formas truncadas no
detectables por métodos que cuantifican exclusivamente la forma intacta y

bioldgicamente activa (Coppage et al., 2016).

Aunque este mecanismo ha sido documentado en casos de MASLD/MASH

avanzado, en nuestro estudio las biopsias mostraron fibrosis leve en los pacientes
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con MASLD, lo cual sugiere que la actividad de FAP probablemente es menor. Aun
asi, su papel merece consideracioén porque incluso un incremento moderado podria
afectar la vida media del FGF21 intacto. Estudios previos han demostrado que
FGF21 es un sustrato directo de FAP, la cual lo corta en sitios especificos,
incluyendo Pro-171, dando como resultado una forma truncada que no es detectada
por la mayoria de los ensayos de ELISA, disefiados para medir Unicamente la
hormona integra y biolégicamente activa (Coppage et al., 2016; Zhen et al., 2016).

Esta interaccion ayuda a interpretar por qué en nuestro estudio no se observaron
diferencias significativas en los niveles séricos del FGF21 entre los grupos control y
MASLD: aun si existiera un aumento compensatorio en su expresion hepatica, la
degradacion parcial por FAP podria impedir la deteccion de cambios en suero.
Ademas, todos los pacientes estaban en ayuno y tenian -caracteristicas
antropométricas semejantes, lo cual reduce variaciones fisiolégicas del FGF21
dependientes de la ingesta, la resistencia a la insulina o el estado nutricional.

Aunque no se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de YKL-
40, FGF21 e IL-32 entre los grupos, se realizaron andlisis de correlaciéon con
pardmetros antropométricos y bioquimicos para explorar su comportamiento
fisiopatoldgico continuo. Este enfoque es valido, ya que la ausencia de diferencias
grupales no descarta asociaciones relevantes dentro de cada fenotipo metabdlico.
De hecho, las correlaciones revelaron patrones fisiolégicos distintivos entre
controles y pacientes con MASLD.

En el grupo control, la YKL-40 mostré correlaciones positivas con IMC, peso y
enzimas hepaticas (AST y ALT), aungue Unicamente la correlacion con AST alcanz6
significancia. Este patrén sugiere que, en individuos sin MASLD, la YKL-40 podria
reflejar inflamacion leve o dafio hepatocelular subclinico, asi como procesos
asociados al aumento de adiposidad. La correlacion negativa, aunque no
significativa con HDL sugiere un perfil lipidico ligeramente desfavorable, pero sin

evidencia robusta.

En contraste, en el grupo MASLD las correlaciones significativas y de mayor

magnitud se desplazaron hacia marcadores metabdlicos: asociacion positiva con
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triglicéridos y con FGF21, y negativa con HDL. Este cambio de patron indica que,
en presencia de disfuncion metabdlica hepatica, la YKL-40 deja de asociarse
principalmente al dafio hepatocelular y se relaciona de manera mas estrecha con la

alteracion lipidica caracteristica de la enfermedad.

La literatura apoya este comportamiento: niveles elevados de YKL-40 se han
vinculado con dislipidemia, triglicéridos altos, HDL bajo y aumento de riesgo
cardiovascular, incluso en jovenes sin obesidad manifiesta (Kwon et al., 2020), asi
como en DM2 (Rathcke & Vestergaard, 2009), enfermedad coronaria (Song et al.,
2023) y alteraciones metabdlicas asociadas a adiposidad visceral (Thomsen et al.,
2015). Esto refuerza la interpretacion de que YKL-40 actia como un marcador de

estrés metabolico mas que puramente inflamatorio.

En los controles no se observaron correlaciones significativas con parametros
antropometricos o bioquimicos, lo cual es consistente con un metabolismo estable

donde el FGF21 circulante no se modifica de manera detectable.

En los pacientes con MASLD, aunque las correlaciones no alcanzaron significancia
estadistica, se observaron tendencias fisiolégicamente coherentes: asociacion
positiva con triglicéridos y AST, y negativa con HDL. Estas tendencias son
compatibles con el papel compensatorio del FGF21 frente al estrés lipidico y
hepatico. Sin embargo, la variabilidad interindividual y la posible inactivacion del

FGF21 por FAP podrian reducir la fuerza de estas asociaciones.

Asi, aun en ausencia de significancia estadistica, las tendencias observadas en
nuestro estudio podrian aportar informacién relevante sobre el papel potencial del
FGF21 como marcador funcional de alteraciones metabdlicas y hepaticas en
MASLD. Este comportamiento es consistente con lo reportado en poblaciones con
MASLD, sindrome metabdlico y dislipidemia, donde el FGF21 ha mostrado
correlaciones positivas con triglicéridos y LDL, y correlaciones negativas con HDL
(Shen et al., 2013; Shi et al., 2024; K. Xu et al., 2024). Estos hallazgos refuerzan la
idea de que el FGF21 actia como una respuesta compensatoria al estrés lipidico y
a la resistencia metabdlica, aunque su variabilidad y su posible inactivacion por FAP
pueden limitar la detectabilidad de asociaciones estadisticamente robustas.
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En cuanto a la IL-32, en el grupo control se observo una correlacion significativa con
ALT, GGT vy triglicéridos, asi como una correlacion negativa con LDL y AST. La
asociacion positiva con GGT es particularmente relevante, ya que esta enzima se
eleva tipicamente en contextos de colestasis (Zhang et al., 2021), una condicién
compatible con el cuadro clinico de los controles de nuestro estudio, quienes fueron
sometidos a colecistectomia por litiasis biliar. Esto sugiere que, en ausencia de
MASLD, la IL-32 podria estar reflejando una respuesta inflamatoria asociada a

colestasis, ademas de cambios metabdlicos tempranos.

En los pacientes con MASLD, la IL-32 mostré correlaciones positivas con LDL y con
la razon AST/ALT, aunque solo la asociacion con LDL alcanz6 significancia. Esto
indica que, en el contexto de enfermedad metabdlica establecida, la IL-32 se vincula
principalmente con un perfil lipidico aterogénico mas que con marcadores clasicos
de dafio hepatocelular. Este patron diferencial entre controles y MASLD sugiere que
la funcion de la IL-32 es dependiente del contexto fisiopatolégico: en controles
parece reflejar inflamacion colestasica y alteraciones metabdlicas subclinicas,

mientras que en MASLD se asocia a dislipidemia y riesgo cardiometabdlico.

Estos resultados son coherentes con estudios previos que reportan que la IL-32 se
correlaciona positivamente con triglicéridos y ferritina, y negativamente con HDL-C
en pacientes con MASLD, apoyando la hipétesis de que esta citocina contribuye a
la dislipidemia caracteristica de la enfermedad (Dali- Youcef et al., 2019; Mohamed
etal.,, 2022). En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que la IL-32 podria
desempeiiar un papel modulador dual, asociado a inflamacion colestasica en
individuos sin MASLD y a desregulacion lipidica en aquellos con enfermedad

metabolica hepatica.

9. Conclusién

En este estudio se observo que los pacientes con MASLD presentaron alteraciones
histologicas caracteristicas de esteatosis macrovesicular. Sin embargo, las

variables antropométricas y el IMC no mostraron diferencias significativas entre
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grupos, lo que refuerza la nocién de que la enfermedad no depende exclusivamente
de la obesidad, sino también de factores metabdlicos y genéticos que influyen en
su desarrollo, ademés de que seria conveniente contar con pacientes control que

no tengan sobrepeso ni obesidad.

En cuanto a las citocinas analizadas, no se encontraron diferencias significativas en
sus niveles séricos entre controles y pacientes con MASLD. No obstante, los anélisis
de correlacion revelaron patrones distintos segun el grupo: la YKL-40 se asoci6 con
alteraciones lipidicas y marcadores hepaticos, la IL-32 mostré vinculos diferenciales
con inflamacion colestasica en controles y dislipidemia en MASLD, y el FGF21
presento tendencias relacionadas con el metabolismo lipidico y la resistencia a la
insulina. Estos hallazgos sugieren que, mas que marcadores diagnoésticos
categoricos, estas moléculas podrian desempefiar un papel como moduladores

funcionales de la fisiopatologia de la enfermedad.
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11. Anexos
Anexo A: Abreviaturas

ABCAL: ATP-binding cassette transporter Al, transportador de casete de unién al
ATP Al

ACTAZ2: Alpha-smooth muscle actin, actina alfa de musculo liso

ALD: Alcoholic liver disease, enfermedad hepatica alcoholica

ALT: Alanine aminotransferase, alanina aminotransferasa

APRI: AST to platelet ratio index, indice de la relacion AST/plaquetas
ARNmM: Acido ribonucléico mensajero

ARNr: Acido ribonucléico ribosomal

AST: Aspartate aminotransferase, aspartato aminotransferasa

AUDIT: Alcohol use disorders identification test, test de indentificacion de

transtornos por consumo de alcohol

CAP: Controlled Attenuation Parameter, parametro de atenuacién controlado
CD8: Cluster of differentation 8, cluster de diferenciacion 8

cDC1: Conventional dendritic cell type 1, célula dendritica convencional tipo 1
Células NK: células natural killer, células asesinas naturales

CHI3L1: Chitinase-3-like protein 1, proteina 1 similar a la quitinasa-3

CLS: Crown-like structure, estructura tipo corona

COL1A1: Collagen type 1 alpha 1 chain, cadena alfa 1 del colageno tipo 1
CTGF: Connective tissue growth factor, factor de crecimiento del tejido conectivo

CXCL10: C-X-C motif chemokine ligand 10, ligando de quimiocina motivo C-X-C
10

CXCL9: C-X-C motif chemokine ligand 9, ligando de quimiocina motivo C-X-C 9
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DAMP: Damage-associated molecular pattern, patrén molecular asociado a dafio
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid, acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay, ensayo por inmunoabsorcion ligado

a enzimas

ERK 1/2: Extracellular signal-regulated kinases 1 and 2, quinasas reguladas por

sefales extracelulares 1y 2

FAP: Fibroblast activation protein, proteina de activacion de fibroblastos
FGF21: Fibroblast growth factor 21, factor de crecimiento de fibroblastos 21
FIB-4: Fibrosis-4 index, indice de fibrosis 4

GGT: Gamma-glutamyl transferase, gamma-glutamil transpeptidasa

HDL: High density lipoproteins, lipoproteinas de alta densidad

HSC: Hepatic stellate cell, células estrelladas hepaticas

IFN-y: Interpheron gamma, interferén gama

IkB: Inhibitor of kappa B, inhibidor de kappa B

IL-13: Interleukin 13, interleucina 13

IL13Ra2: Interleukin-13 receptor alpha 2, receptor alfa 2 de interleucina 13
IL-183: Interleukin 1 beta, interleucina 1 beta

IL-32: Interleukin 32, interleucina 32

IL-5: Interleukin 5, interleucina 5

IL-6: Interleukin 6, interleucina 6

ILC2: Innate lymphoid cells type 2, células linfoides innatas tipo 2

IMC: indice de masa corporal

LDL: Low density lipoproteins, lipoproteinas de baja densidad
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LXRa: Liver X receptor alpha, receptor X hepatico alfa

MASH: Metabolic disfunction-associated steatohepatitis, esteatohepatitis asociada

a la disfuncién metabdlica

MASLD: Metabolic disfunction-associated steatotic liver disease, enfermedad

hepatica esteatdsica asociada a la disfunciéon metabolica

MCP-1: Monocyte chemoattractant protein 1, proteina quimioatrayente de

monocitos 1
MetS: Metabolic Syndrom, sindrome metabdlico
MRE: Magnetic resonance elastography, elastografia por resonancia magnética

NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease, enfermedad del higado graso no

alcohdlica
NAS: NAFLD activity score, puntuacion de la actividad de NAFLD

NF-kB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, factor

nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de células B activadas
NFS: NAFLD fibrosis score, puntuacién de fibrosis de NAFLD

PBMC: Peripheral blood mononuclear cells, células mononucleares de sangre

periférica
PCR: Polymerase chaun reaction, reaccion en cadena de la polimerasa
PFA: Paraformaldehyde, paraformaldehido

PPARa: Peroxisome proliferator-activated receptor alpha, receptor activado por

proliferadores de peroxisomas alfa

PPARYy: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, receptor activado por

proliferadores de peroxisomas gamma

SREBF1.: Sterol regulatory element binding transciption factor 1, factor de

transcripcion 1 unido a elementos reguladores de esteroles
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SVFC: Stromal vascular fraction cells, células de la fraccion vascular estromal
TAE: Tris-acetate-EDTA buffer, tampon tris-acetato-EDTA

TAV: Tejido adiposo visceral

TG: Triglicéridos

TGF-B: Transforming growth factor beta, factor de crecimiento transformante beta
Thl: T helper type 1, T ayudadores tipo 1

TIMP-2: Tissue inhibitor of metalloproteinases 2, inhibidor tisular de

metaloproteinasas 2

TNF-a: Tumor necrosis factor alpha, factor de necrosis tumoral alfa

VC: Vena central

VLDL: Very low density lipoproteins, lipoproteinas de muy baja densidad
VP: Vena portal

WHR: Waist-to-hip ratio, relacion cintura-cadera
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Anexo B: Cuestionario AUDIT

Pregunta Criterio operativa de evaluacion

1-¢Con que frecusncia consume alguna MNunca

bebida alcondlica Unaomenos veces al mes
De 2 adveces al mes
De 2 g 3 weces par semana

Cuatro 0 mas veces por semana

2 - 4,Cudntos consumos de bebidas alcohd- Unao?2
licas suele realizar en un dia de consuma Tres 0 4
narmal? ]
Cincoof
Defal
Diez o més
3-4,Con qué frecuencia toma 6 o mas bebi- Nunca

das alcohdalicas en una sola ocasion de con-

- Menos de unavez al mes
SUMmMo

hen sualments
Semanamente
A diano o casi a diario

4.- 4, Con quéfrecuencia en el curso del afio MNunca

ha sido incapaz de parar de beber una vez

Menos de una vez al mes
habia empezado?

Mensualmente
Semanamente
A diario o casi a diario

5-4,Con qué frecuencia en el curso del Glti- MNunca

mo afono pudo hacerlo que se esperaba

Menos de unavez al mes
de usted porque habia bebido?

hen sualmente
Semanamente
A diario o casi a diario

G- ¢, Con qué frecuencia en el curso del ulti- MNunca

mo afio hanecesitado beber en ayunas pa-
ra recuperarse después de haber bebido
mucho el dia anteriar?

Menos de unavez al mes
Mensualmente
Semanamente

A diario o casi a diario

7-¢Con quéfrecuencia en el curso del ulti- MNunca

mo afi o ha tenido remordimientos o senti-
mientos de culpa despu és de haber bebi-
do?

Menos de unavez al mes
Mensualmente
Semanalmente

A diario o casi a diario

8- 4,Con qué frecuencia en el curso del Llti- MNunca

ma afio noha podido recordar lo que suce-
did la noche anterior porqu e habia estado
bebienda?

Menos de unavez al mes
Mensualmente
Semanamente

A diario o casi a diario

= O N B B L e O I T O e B S e an E~ E. T  B a C am  L]

9- Usted o alguna otra personahan resul- Mo
tado heridos porgu e usted habia bebido? Si. pero noen d curso del iltimo
aflo

2 Si, el ultime afio

10 - ¢, Algin familiar, amigo, medico o profe- |0 Mo
sional de la salud han maostrado preocu pa-
cion por su consumo de bebidas alcohdlicas
ole han sugerido que deje de beber?

Si, pero noen el curso del ditimo
anao

Si, el dltimo afio

Funtos de corte

Sin problemas: hombres 0-7, mujeres 0-5

Bebedor de riesgo: hombres 812, mujeres B-12

Problemas fisicoshsiguicos y probable dependencia alcohdlica: horbres 13-40, mujeres 13-40
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