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Capitulo |

Resumen
Introduccion: La enfermedad hepatica cronica representa un importante
problema de salud publica y es consecuencia de diferentes agresiones, en su
evolucion puede involucrar esteatosis, esteatohepatitis, fibrosis y cirrosis. Los
mecanismos de la progresion de la enfermedad incluyen desregulacion de la
respuesta inmunoldgica, factores genéticos y estrés oxidativo generado durante
el metabolismo. Se ha descrito el papel de las citocinas interleucina 1 beta (IL-
1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interleucina 10 (IL-10), factor de
necrosis tumoral alfa (FTN-a) en la esteatohepatitis alcohdlica (ASH por sus
siglas en ingles) y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH por sus siglas en
ingles); sin embargo, en la enfermedad donde estan implicitos el dafio por
obesidad y consumo de alcohol recientemente conocida como Both Alcoholic
and no alcoholic SteatoHepatitis (BASH por sus siglas en inglés) no se ha
descrito aun este tipo de marcadores. Objetivo: Determinacion de un perfil de
citocinas de respuesta inflamatoria y anti-inflamatoria en pacientes con ASH,
NASH y BASH. Material y métodos: Se desarroll6 un estudio transversal,
prospectivo, observacional con universo de estudio definido por los pacientes
seleccionados por conveniencia (ingresados con ASH, NASH y BASH de marzo
2019 a marzo de 2020, cumpliendo los criterios de inclusidon que acudieron por
atencion al Departamento de Medicina Interna via consulta o internamiento y en
Unidad de Higado del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”. Se obtuvo

una muestra Unica de sangre total y se determinaron los niveles séricos de las



citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias por ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzima. Resultados: se incluyeron 114 pacientes: 35 ASH, 43 NASH y
34 BASH. La gravedad de los pacientes respecto a parametros clinicos y
bioquimicos en orden creciente fue NASH<BASH<ASH. Se observo en orden
creciente que los niveles de las citocinas IL-8, IL-6 e IL-10 en los grupos de
estudios fueron: NASH (13+£22, 18453 y 32+105 pg/mL) < BASH (21+19,
25+104, 748+1134 pg/mL) < ASH (73+130, 33+54 y 1259+1312 pg/mL),
respectivamente. Los niveles de FNT-a fueron: BASH (2.2 pg/mL) < NASH (2.6
pg/mL) < ASH (4.5 pg/mL) ; mientras que los niveles de IL-18 no mostraron
diferencia significativa entre los 3 grupos. Conclusion: Se determino un perfil
diferencial de citocinas en los pacientes con BASH en comparacion con ASH y
NASH, donde los niveles de citocinas proinflamatorias IL-8 e IL-6 y anti-
inflamatoria 1L-10 se encontraron aumentadas en BASH en comparacion con
NASH y menores que en pacientes con ASH; mientras que FNT-a mostré
niveles intermedios en los pacientes con BASH. La IL-1B no fue una citocina

diferencial entre los grupos de estudio.



Capitulo II
Introduccion
La enfermedad hepatica cronica es consecuencia de diferentes agresiones, los
mecanismos de progresion de la enfermedad incluyen respuesta inmunoldgica,
factores genéticos y estrés oxidativo generado durante el metabolismo como se

muestra en la Figura 1.

-, A— N\
Citotoxicidad directa € =" 1\ F" ﬁn‘ﬁx"\

Inmunolégico TNF-a,IL6,1L-b [

Figura 1. Mecanismos de lesidon hepatica inducida por alcohol y grasa

El dafio hepatico progresivo puede involucrar inflamacién, esteatosis,
esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis y cancer hepatico.

Las principales etiologias de la hepatopatia crénica son la hepatitis por virus C,
la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés,
Non-Alcoholic fatty liver Disease) y hepatopatia inducida por alcohol (ASH, por
sus siglas en inglés, Alcoholic Steato Hepatitis). Estas ultimas 2 han sido las de
mayor incremento en paises desarrollados, llegando a ser las primeras causas
de cirrosis en lugares como China y otros paises asiaticos (Asrani, et al., 2019;

Byass, 2014; Lozano, et al., 2012), mientras que solo NAFLD representa en la
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actualidad la enfermedad hepatica mas prevalente en los paises occidentales,
asociandose fuertemente a una manifestacion hepatica del sindrome
metabdlico (Rinella ME, 2015). La cirrosis es una causa relevante de morbi-
mortalidad a nivel mundial, es la 112 causa de muerte a nivel global y ocupando
el lugar 16 esta el cancer hepatico. Esta relacionada en la muerte de 3 millones
de personas por afio a nivel mundial debido a complicaciones, 1 millébn debido a
hepatitis viral, asi como carcinoma hepatocelular (CHC) (Asrani SK, et al., 2018)
y en México es la 5% causa de mortalidad (INEGI 2016/Secretaria de Salud
2008). Asi ocupa un lugar dentro de las primeras 20 causas de discapacidad
en afos de vida ajustados, y en afos de vida perdidos (1.6% y 2.1%

respectivamente) (Byass P, 2014; Asrani SK, 2018).

2. 1 Hepatopatia Por Alcohol (ASH)

La ASH es la principal causa de enfermedad hepatica a nivel mundial (Rehm J,
2009), cerca de 2 billones de personas consumen alcohol y cerca de 75
millones son diagnosticados con problemas relacionados con su uso y se
encuentran en riesgo de hepatopatia por alcohol (OMS, 2004). El consumo de
alcohol esta definido como consumo diario en hombres mayor a 2 bebidas
estandar por dia y mayor a 1 bebida estandar por dia, una bebida estandar
contiene 14 gramos (g) de alcohol, el cual puede ser encontrado en una
cerveza de 12 onzas (0z) con 5% de alcohol o 5 0z de vino con 12% de alcohol
0 1.5 oz de destilados al 40%. El punto de corte como factor de riesgo de
progresion en el alcoholismo es de mayor de 14 bebidas estandar por semana

en mujeres y mayor a 21 bebidas estandar por semana en hombres. Sin
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embargo, la obesidad en conjunto con el consumo de alcohol puede potenciar

la gravedad de los estadios de hepatopatia alcohdlica (Mathurin P, 2007).

En México el patron de consumo diario en personas de 12 a 65 afios es de
4.5% en hombres, 1.4% en mujeres con un global de 2.9% en poblacion
general, un consumo excesivo de 29.9% en hombres y 10.3% en mujeres con
un global de 19.8%, por ultimo, con consumo consuetudinario de 9.6% en
hombres, 3.5% en mujeres y 8.5% en global (ECODAT, 2016). Existe un patrén
diferente para la relacién de consumo de alcohol y su resultado en cirrosis por
area geografica, siendo en Norteamérica un 62%, Europa 60%, América Latina
53%, Pacifico 50%, Africa 48%, Sureste asiatico 33% y 14% en Mediterraneo
(Stein E, 2016). Se ha registrado que ASH tiene una mayor tasa de progresion
a cirrosis y mortalidad que NAFLD (36% vs 7% en mortalidad respectivamente)

(Raynard B, 2002; Haflidadottir Sm, 2014).

2.1.1 Patogénesis de ASH.

La inflamacion en la hepatopatia alcohdlica existe por diferentes vias de
activacion de la cascada inflamatoria: 1) directamente y por metabolitos del
alcohol causan dafio a hepatocitos, llevando a hipoxia, induccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles Reactive oxygen species) y
apoptosis; 2) a través de los efectos intestinales con alteraciones en la barrera 'y
aumento de la permeabilidad intestinal, llevando a aumento en los niveles de

lipopolisacéaridos (componente bacteriano de las bacterias gram negativas) que



representa la sefial dafiina mas potente para la activacion del sistema inmune
innato a través del complejo receptor tipo Toll en circulacion portal y sistémica
(Rehm J, 2009). Tanto el consumo de alcohol en cantidades altas y corto
tiempo como el consumo crénico elevan la actividad inflamatoria y produccion
de IL-1B por activacién de los receptores tipo Toll 4 y la activacion de la
caspasa 1 para escindir la pro-IL1B3, demostrado en modelos en ratones con
déficit de actividad en la cascada para la activaciéon de IL-1B con proteccion
para el desarrollo de esteatohepatitis o inflamacion hepatica (Barbier, et al.,
2019). Estudios en humanos han demostrado que la cascada inflamatoria es
activada en las células inflamatorias mononucleares hepéaticas y es 20 veces
mayor que en las células hepaticas primarias. Las células de Kupffer juegan el
mayor rol en la actividad inflamatoria, los patrones moleculares por dafio directo
del alcohol a los hepatocitos son la mayor fuente de ligandos. El adenosin
trifosfato es uno de varios ligandos con capacidad para activar la cascada

inflamatoria en presencia de lipopolisacéaridos (Szabo G, et al., 2015).

2.2 Esteatohepatitis No Alcohdlica (NASH)

La NAFLD involucra un amplio espectro de desérdenes hepaticos que abarca
desde la esteatosis simple hasta su forma mas severa, la esteatohepatitis no
alcoholica (NASH, por sus siglas en inglés non alcoholic steatohepatitis)
(EASLD., 2016); esta ultima puede progresar a cirrosis o CHC en el 20-25% de
los pacientes (Vernon G, et al., 2011). La prevalencia de NAFLD varia de 8 a
45% dependiendo de la definicion y poblacién estudiada, con una prevalencia

media global del 25.2% y hasta el 30% en Sudamérica (Younossi ZM, et al.,
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2016). El incremento de la prevalencia de NAFLD/NASH esta en paralelo al
incremento de la pandemia de obesidad, diabetes mellitus 2 (DM2), sindrome
metabdlico (DM2, hipertension, hiperlipidemia), antecedente de cirugia
bariatrica y etnia hispana, (Browning JD, et al., 2004; Forlani G, et al., 2016)
llegando hasta el 40 a 50% de prevalencia en esta poblacion, y 7% en
poblacién sin sobrepeso; y se estima que NAFLD/NASH serd la causa principal
de progresiéon a cirrosis y CHC en los proximos 5 afios (Xu C, et al., 2013).
Debido a que la progresion de higado graso a NASH es mas rapida y agresiva
en niflos que en adultos, es especialmente preocupante el hecho de la obesidad
en la vida temprana, ya que esto aumenta el riesgo de cirrosis y CHC en la

edad adulta (Aradjo AR, 2018).

La NASH es caracterizada en histologia por esteatosis macrovesicular, necrosis
hepatocelular, infiltrado inflamatorio mixto, grados diversos de fibrosis y en
algunos pacientes cuerpos hialinos de Mallory (Tannapfel A, et al., 2011). Su
incidencia estda aumentando rapidamente con el incremento de la prevalencia
de obesidad y afecta a adultos en edad econédmicamente activa y nifios. La
tendencia al desarrollo de esteatosis hepatica difiere entre los grupos étnicos,
con una frecuencia baja (24%) en poblacion Africo-americana, una frecuencia
intermedia en europeos (33%) y alta en Hispanos (45%) (Caligiuri A, et al.,
2016). La NASH esta asociada con factores de riesgo tales como obesidad,
resistencia a la insulina y sindrome metabdlico (Chalasani N, et al., 2012). Se
ha estimado que 2 billones de adultos se encuentran en sobrepeso u obesidad

y mas de 400 millones tienen DM2, ambos en riesgo de desarrollar esteatosis
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hepatica, NASH y CHC (Asrani SK, et al., 2018). Tanto la obesidad y la DM2,
llevando de la mano el aumento de la prevalencia de estas condiciones, con
39.2 % de prevalencia para sobrepeso y 33.3% de prevalencia para obesidad
reportada en el 2016 llevando a un total de 72.5% de poblacion adulta con
problemas de sobrepeso u obesidad, por otro lado la prevalencia de DM2 es del
9.4% en la poblacion general reportada en el 2016 (ENSANUT 2016). El riesgo
de mortalidad es mayor que en los pacientes con cirrosis por otras causas,
debido a la asociacion de la NASH con factores metabdlicos y de riesgo
cardiovascular, habiéndose descrito en varios estudios que la principal causa de
mortalidad en estos pacientes son los eventos cardiovasculares (Liu W, et al.
2016). La prevalencia de NASH se estima en 2-5 % en poblacion general (Liu
W, et al. 2016) y aunque en nuestro pais se desconoce se ha estimado en un
10 % (Bernal-Reyes R, et al. 2000). Sin embargo, en México se ha reportado
gue la prevalencia de obesidad es en hombres de 67.5%, sobrepeso 75% y de
DM2 es cercana a 9% en pacientes con NASH. La presencia de sindrome
metabdlico es de 13.6 a 26.6% y de este grupo 90% presentan obesidad, lo
cual pareciera hacer mayor la prevalencia de NASH (Aguilar-Salinas CA, et al.

2003).

2.2.1 Patogénesis de NASH.

La NASH es caracterizada por dafio hepatocelular, inflamacién y fibrosis (Brunt
EM, et al. 2011). Aunque esta fue documentada hace mas de 30 afios (Ludwing
J, 1980), su patogénesis no ha sido completamente dilucidada. La actividad

inflamatoria y activacion de IL-13 depende del tipo de dieta usada, el tiempo del
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tratamiento empleado y otros factores multivariados en la progresiéon de NAFLD
y NASH, existe una relacion mayor en genero hacia varones sobre mujeres
para desarrollo de NASH y CHC. Las dietas altas en grasa y en dietas carentes
de metionina y colina inducen mayor tasa de esteatohepatitis. En dietas altas en
grasas se ven elevados receptores tipo Toll 4, 9, AIM2 y NLRP3 y produccion
elevada de citocinas (Szabo G, et al.,, 2015). Inicialmente se propuso la
hipétesis de “dos-hits” (Day CP, et al., 1998). En esta hipoétesis la esteatosis
hepatica se produce primero y progresa a NASH por un segundo hit, llevando a
la presencia de inflamacion, dafio hepatocelular y fibrosis. Mientras que la
acumulacion de triglicéridos es necesaria para el desarrollo de NASH, estos
pueden tener actualmente un papel protector contra la lipotoxicidad, la cual es
principalmente inducida por acidos grasos y metabolitos derivados tales como
diacilgliceroles, acilcarnitinas o ceramidas (Cusi K. 2012; Neuschwander-Tetri
BA. 2010). Ademéas, no es claro si el desarrollo de NASH es secuencial al
higado graso o si es una respuesta al entorno lipogénico toxico de novo. En
tiempo reciente, se ha propuesto una hipotesis de “multiples hits paralelos”,
sugiriendo que la NASH es el resultado de numerosas condiciones que actian
en paralelo, incluyendo predisposicion genética, metabolismo anormal de
lipidos, estrés oxidativo, lipotoxicidad, disfuncion mitocondrial, produccion
alterada de citocinas y adipocinas, desregulacion de microbiota y estrés de
reticulo endoplasmico. De acuerdo con esta hipotesis, la inflamacion hepéatica

en NASH puede preceder incluso a la esteatosis (Tilg H, et al. 2010).



2.3 Esteatohepatitis Alcohdlicay no Alcohdlica (BASH)

El termino BASH recientemente referido en la enfermedad hepatica crénica, es
una etiologia mixta que involucra la poblaciéon con consumo de alcohol y
obesidad, que no ha sido caracterizada y permanece poco analizada. Algunos
datos derivados de pocos estudios prospectivos de cohortes sugieren que los
efectos conjuntos del alcohol y la obesidad pueden aumentar sinérgicamente el
riesgo de lesion hepatica y el riesgo de muerte por dafio hepético e incidencia
de CHC (Loomba R, 2009; Hart CL, 2005; Loomba R, 2013). En este sentido,
un estudio demostré que el alcohol y la obesidad aumentan sinérgicamente el
riesgo de un incremento en los niveles de alanina aminotransferasa y aspartato
aminotransferasa en suero (Loomba R, 2009). En otro estudio, Hart et al.
realizaron el seguimiento de 9,559 hombres escoceses durante 42 afios y
encontraron que la obesidad y el consumo de alcohol tuvieron una interaccién
supra-aditiva en su asociacioén con el riesgo de morbilidad y mortalidad por
enfermedad hepatica, reportando el incremento de riesgo en la enfermedad
hepatica en pacientes alcohélicos con normopeso, sobrepeso y obesidad de
3.16, 7.01 y 18.9% respectivamente (Hart CL, 2005). Loomba et al. examinaron
si la obesidad y el alcohol eran multiplicativos para incrementar el riesgo para
desarrollar CHC en hombres y mujeres de una cohorte de 23,712 pacientes
Taiwaneses en seguimiento de 11.6 afos, estableciendo que estos factores
incrementaban el riesgo de CHC (Loomba R, 2013). Aunado a lo reportado, es

plausible que en la patogénesis de esta etiologia tanto la obesidad como el
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alcohol lleven a un aumento de la liberacion de citocinas por parte de los
hepatocitos y las células de Kupffer que pueden conducir a la activacion de las
células estelares hepaticas (Xu C, et al., 2013). Estas vias mecanisticas, junto
con otras vias hasta ahora desconocidas, indudablemente aumentan el riesgo
de progresion hacia esteatohepatitis. Por lo anterior expuesto es que esta es un
area gue requiere mas investigacion a fin de permitir la caracterizacion de los

pacientes con BASH.

2.4 Definicién del problema

La cirrosis hepéatica es el resultado final del dafio causado por diferentes
enfermedades crénicas que afectan al tejido hepatico. Entre sus principales
etiologias se encuentran hepatitis por virus C, NASH y ASH, asi como una
nueva enfermedad en la que estan implicitos el dafio por obesidad y consumo
de alcohol conocida como BASH.

Se conoce la influencia de estrés oxidativo, la produccion alterada de citocinas y
otros factores en NASH, sugiriendo que es el resultado de numerosas
condiciones que acttan en paralelo. Ademas, se sabe que en el consumo
agudo y cronico de alcohol existe alteracién en la produccion de citocinas de
respuesta inflamatoria que afecta en la progresion del dafio hepatico en ASH.
Sin embargo, a pesar de la gran implicacién del niUmero creciente de pacientes
afectados por BASH, hasta nuestro conocimiento a la fecha se desconoce si
existen diferencias en los perfiles de citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias en este tipo de etiologias (ASH, NASH y BASH); esto permitiria

11



establecer en un futuro, perfiles de marcadores que puedan diferenciar entre las
hepatopatias que presentan un importante incremento en México y en el

mundo.

2.5 Antecedentes directos
El conjunto de pacientes que estan expuestos a factores riesgo para ASH y
NASH es un area gris de pacientes que ha sido estudiada a lo largo del tiempo

por varios autores como se muestra en la Figura 2.

Loomba et al. Bellentani S, et al.

American J of
Becker et al. Lancet Gas enterol
Hepatology Epidemiology Hepatol

86000

Brunt E et al. Rinella M, et al.
Hepatology Gastroenterol and
Hepatol.

Figura 1. Concepto de BASH en el tiempo

Una serie de estudios han descrito aspectos basicos de esta poblacién. Becker
et al., reportaron la asociacion entre el consumo de alcohol y el riesgo de
desarrollar ASH, encontrando un riesgo elevado en un consumo >6 bebidas por
semana para mujeres y 14 bebidas por semana para hombres, siendo dosis
dependiente de elevacion del riesgo. Se ha descrito dificultad en una adecuada
clasificacion de los pacientes, clasificando pacientes como ASH Unicamente por
el consumo de alcohol, sin tomar en cuenta el riesgo atribuido por las
alteraciones metabdlicas (Becker, et al., 1996). Posteriormente Brunt et al.,
describieron las caracteristicas de ASH y NASH digase degeneracién vacuolar

y esteatosis micro vesicular, fibrosis perivenular, necrosis esclerosante hialina,
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pericolangitis con polimorfonucleares, colestasis canalicular, y cuerpos de
Mallory-Denk. Sin embargo, hacen claro énfasis que existe un solapamiento de
esteatosis y esteatohepatitis alcohdlica y metabdlica que un patélogo no pudiera
discernir el diagnostico clinico (Brunt E, et al.,, 2009). Loomba R, et al.
analizaron la asociacion entre el indice de masa corporal (IMC), consumo de
alcohol y su efecto aislado y combinado en el incremento del riesgo de
elevacion sérica de alanino aminotransferasa (ALT) vy aspartato
aminotransferasa (AST). Con una poblacion de 2364 con edad media de 70
afios, IMC de 25 kg/m?, 63% de participantes con consumo de alcohol,
definiendo elevacion de ALT como = a 30U/L en hombre y = a 19U/L en
mujeres, encontrando la obesidad como factor que elevo la probabilidad de
aumento en la ALT 3 veces en hombres y 1.8 veces en mujeres. El efecto en
conjunto de ambos factores al consumir >3 bebidas estandar/dia y obesidad
aumento la probabilidad de elevacion de la ALT en 8.9 veces, y la elevacion de
la AST en 21 veces demostrando sinergismo. Hart CL, et al. investigaron la
relacion entre el consumo de alcohol y el IMC elevado en el aumento del riesgo
de enfermedades hepéticas en un analisis de cohortes prospectivas con una
poblacién de 9,559 personas, que se dividié entre poblacion con IMC>25, 25 a
30 y >30 kg/m?, consumo de alcohol como nulo, de 1 a 14 Unidades(U) y >15 U
por semana. En este estudio se encontré que el consumo de alcohol y el IMC
estan fuertemente asociados a mortalidad por hepatopatia; con predominio de
elevacion de riesgo a los obesos con un consumo de alcohol y a aquellos con
consumo de > 15 U por semana independientemente de su IMC con un riesgo

relativo para mortalidad por hepatopatia de 3.16 para normo peso, 7.01 para
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sobrepeso y 18.9 para obesos. Pacientes obesos con ingesta de alcohol de 1 a
14U por semana fue de 5.31 y un exceso de riesgo relativo en la interaccion
entre IMC y consumo de alcohol de 5.58, con un indice sinérgico de 2.89 (Hart
CL, et al. 2005). Loomba R, et al. estudiaron como la relacion entre consumo de
alcohol y obesidad multiplica o adiciona un incremento en el riesgo de
incidencia de CHC en hombres y mujeres en un cohorte representativo de
poblacién de Taiwan, en total 11,973 hombres y 11,847 mujeres, (50% de
poblacién) seguimiento por 11 afios, con poblacion de edad media de 47 afos,
encontraron que alcoholismo y obesidad con un IMC>30 kg/m? tenian un
sinergismo en la incidencia de CHC, encontrando una interaccién multiplicativa
con un exceso de riesgo por interaccion de 4.83, proporcion atribuible de 0.67 e
indice de sinergia de 4.53. Rinella Mary E. et al. clasificaron la NAFLD como
aguella esteatosis estable, y NASH como aquella con riesgo de progresion,
valorando en histologia esteatosis, inflamacion, balonizacion celular siendo esta
Gltima caracteristica uno de los criterios para diferenciar una entidad de la otra
con una mala replicacion inter observador. Los efectos de un consumo leve-
moderado de alcohol en un marco de NAFLD permanecen o0scuros, con
resultados de estudios variables los cuales permiten un consumo moderado de
alcohol (<30g/dia en hombres y <20g/dia en mujeres). Existe un riesgo
relacionado el consumo de alcohol con la hepatopatia (>60g/dia hombres y 40
g/dia mujeres). Rinella ME et al, introduce por primera vez el concepto de
BASH, al espectro de consumo de alcohol en riesgo de hepatopatia en un
marco de riesgo de obesidad y DM2 (Rinella ME. et al. 2014). Sookoian S, et.

al. realizaron un metaanalisis con 43, 175 pacientes, valorando que el consumo
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moderado de alcohol reduce la progresion de NAFLD a NASH, clasificando a
los pacientes como no alcohélicos en consumo de 0 g/dia de alcohol y consumo
moderado aquellos con consumo de <40g/dia alcohol, factor benéfico
independiente de IMC, igualmente asociado el consumo moderado de alcohol
como factor protector ante NASH, el 31% en riesgo de NAFLD y un 50% en
NASH. Séanchez-Jiménez BA et al., evaluaron la relacion de riesgo
cardiovascular y enfermedad hepatica en BASH en comparacion con NASH y
ASH en un total de 414 pacientes, encontrando un consumo de alcohol >140
g/semana y un IMC>25 kg/m? como riesgo para riesgo cardiovascular, para
fibrosis el riesgo es Unicamente con consumo de alcohol >140 g/semana con un
riesgo aditivo de las patologias en riesgo cardiovascular sin un claro proceso
fisiopatoldgico (Sanchez-Jiménez BA et al., 2018).

Hasta el momento se ha establecido la elevacion de riesgo cardiovascular y de
hepatopatia por sinergia y factores multiplicativos de riesgo entre consumo de
alcohol y obesidad y DM2 en desenlaces clinicos, sin embargo, no existe hasta
ahora un estudio que demuestre el comportamiento de factores de respuesta
inflamatoria y anti-inflamatoria (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a) en pacientes

con BASH.
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2.6 Justificacion

La cirrosis hepatica es la 4% causa de muerte en México en poblacion
econdmicamente activa. Esta puede ser atribuida a diversas etiologias, entre
las cuales destacan el alcoholismo crénico y la acumulacion de grasa en el
higado no asociadas al consumo de alcohol como NAFLD y NASH,
estrechamente relacionadas con tener sobrepeso, presion arterial alta, diabetes
o prediabetes y colesterol alto.

Segun la ENA-2016 en México el consumo diario de alcohol aumenté con
respecto a 2011 (de 0.8% a 2.9%) y en los hombres paso6 de 1.4% a 4.5% y en
las mujeres de 0.2% a 1.4%. Mientras que el sobrepeso y obesidad en nuestro
pais son un problema creciente, que afecta a todo tipo de poblacion
reportandose que los ultimos 10 afios se ha incrementado 40% el numero de
pacientes con higado graso y 90% de las personas que padecen obesidad
morbida corren el riesgo de tener higado graso no alcohdlico.

Por lo anterior, es importante establecer la implicacion de citocinas de
respuesta inflamatoria y anti-inflamatoria en NASH, ASH y en la muy
recientemente etiologia referida como BASH en poblacion Mexicana. Esto con
el fin de generar conocimiento sobre el entendimiento de estas etiologias en

crecimiento para plantear futuras estrategias para el abordaje terapéutico.
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Capitulo Il

Hipotesis

3.1 Hipotesis Alterna: Existe diferencia en el perfil de citocinas de respuesta

inflamatoria y anti-inflamatoria (IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 y FNT-a) en pacientes

con ASH, NASH y BASH.

3.2 Hipdtesis nula: No existe diferencia en el perfil de citocinas de respuesta

inflamatoria y anti-inflamatoria (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 y FNT-a) en pacientes

con ASH, NASH y BASH.
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Capitulo IV
Objetivos
4.1 Objetivo general

Determinar un perfil de citocinas de respuesta inflamatoria y anti-inflamatoria en

pacientes con ASH, NASH y BASH.

4.2 Objetivos especificos

1. Realizar la caracterizacion de la poblacion de estudio con parametros
demograficos, bioquimicos, clinicos y de imagen (NAFLD score, Ultrasonido de
abdomen superior, pruebas de funcién hepatica y FIB-4 score).

2. Determinar los niveles séricos de citocinas (IL-183, IL-6, IL-8, IL-10 y FNT-
a) de pacientes con ASH, NASH y BASH.

3. Establecer si existe diferencia entre los perfiles de distribucion de

citocinas proinflamatorias y anti-inflamatorias en ASH, NASH y BASH.

18



Capitulo V

Material y métodos

Este estudio fue observacional, transversal y analitico, el cual dividid la

poblacién en los siguientes grupos:

Grupo 1: pacientes con diagnéstico de ASH.
Grupo 2: pacientes con diagnostico de NASH.

Grupo 3: pacientes con diagndéstico de BASH.

5.1 Criterios de inclusioén

Pacientes mayores de 18 afios

Diagnéstico de hepatopatia por alcohol (ASH), en consideracion al
consumo de alcohol mayor o igual a 5 afios, 30 g/dia hombres y 20 g/dia
mujeres.

Diagnéstico de hepatopatia por higado graso no alcohélico (NASH),
demostrado por ultrasonido o fibroescan.

Hepatopatia por alcohol y obesidad (BASH), en consideracion al
consumo de alcohol mayor o igual a 5 afios 30 g/dia hombres y 20 g/dia
mujeres y demostrado por NAFLD score, ultrasonido de abdomen
superior, pruebas de funcion hepatica y FIB-4 score.

Pacientes del hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”

Firma de consentimiento informado
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5.2 Criterios de exclusion
+ Otras enfermedades inflamatorias
+ Medicamentos hepatotéxicos
+ Malignidad
+ Embarazadas
« Alteraciones psiquiatricas
» Alteraciones neuroldgicas secundarias a otra alteracion diferente a una

hepatopatia

5.3 Criterios de eliminacién.
e Pacientes que decidieron salir del estudio.

e Alteracion por otra enfermedad de base.

5.4 Toma de muestra sanguinea.

A cada paciente se le realizo una toma sangre total. Se tomo una muestra
sanguinea venosa (7 mL) del pliegue del codo, para la realizacion de perfil de
citocinas proinflamatorias y anti-inflamatorias.

El calculo de la muestra fue realizado con base en una poblacion finita, por

conveniencia. Se utilizo una muestra poblacional para el estudio.

5.5 Cuantificacion de citocinas.

La concentracion sérica de las citocinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 y FNT-a, se
realizd mediante un kit’'s comerciales de ELISA-sandwich (R&D system). Se
utilizé streptavidina conjugada con peroxidasa (complejo streptavidina-HRP)

para producir un cromégeno de concentracion proporcional a la de la citocina
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evaluada, que fue medido mediante espectrofotometria. Como sustrato se
utilizé la sal de diamonio 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico
acid (ABTS), produciendo un color verde que fue leido en un lector de

microplaca a una longitud de onda de 405 nm.

5.6 Analisis estadistico.

Los resultados fueron expresados como media + desviacion estandar o
mediana y rango Inter cuartil, para variables paramétricas y no paramétricas,
respectivamente. Se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para establecer
la normalidad de la muestra. Los datos fueron analizados por andlisis de
varianza de una via con post hoc de Tukey o por una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis con post hoc de Dunn, dependiendo de la distribucién de los
datos, lo cual fue establecido por la prueba de Kolmogorov-Smirnov. El analisis
fue realizado utilizando en Software SPSS® (v. 17, San Diego, CA, USA). Se

considero una p < 0.05 como significativa.
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Capitulo VI

Resultados
6.1 Caracterizacion de la poblacion de estudio.
La caracterizacion de la poblacion con parametros bioquimicos y clinicos de los
diversos grupos de estudio, se muestran de la tabla 1 a la tabla 8.
En la tabla 1 se describen los datos demogréaficos y antropométricos. El grupo
con BASH mostro solo diferencia significativa con respecto al grupo NASH, en
gramos de consumo de alcohol por dia y tiempo de consumo de alcohol en
afios, siendo mayor en BASH; mientras que en BASH con respecto al grupo
ASH, solo hubo diferencia estadisticamente significativa en edad, IMC y datos

de alteraciones metabdlicas siendo valores mayores en BASH.

Tabla 1. Variables demogréaficas y antropométricas en los diversos grupos

de estudio. Variable ASH NASH BASH

n 35(32%)  43(39%) 34 (31%)
Edad (afios) 53+ 11 59+ 11yy 58+ 10°
Género F (22) 2 16 4

M (91) 33 27 30
IMC (Kg/m?) 28+6  32+6y 31%6°
Gramos/dia OH | 80 £ 87w 4+8 70 £ 8417
o] 20 211900 9+18  21£19++

consumo (anos)

Riesgo OH Alto | 28 (80%) 0(0%) 17 (50%)
Bajo | 7 (20%) 12 (28%) 17 (50%)
Nulo 0 (0%) 31 (72%) 0 (0%)

Con DM2 0(0%) 17 ﬁs%) 22 (65%)"
Resistencia a -
e 0(0%) 30 (70%) v 34 (100%)

HTA 8 (22%) 17 (39%) w 21 (62%) **

IMC: indice de masa corporal, DM2: diabetes mellitus tipo 2, HTA: hipertension arterial. Los

valores se expresaron como media + desviacion estandar o como porcentaje. BASH vs ASH:
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*p<0.05; **p<0.001; BASH vs NASH: 1 p<0.05; 11 p<0.001; NASH vs ASH: y p<0.05; y g

p<0.001

Se observo que el grupo de BASH tuvo menores niveles de calcio respecto al
grupo de dafio metabdlico (NASH) siendo con diferencia significativa, mientras
que el grupo de ASH tuvo menores niveles con diferencia significativa de sodio,

potasio y calcio respecto a los grupos de BASH y NASH (tabla 2).

Tabla 2.Variables de los parametros bioquimicos en los diversos grupos

de estudio.

Variable ASH NASH BASH
Glucosa (mg/dL) 118 + 44 115 + 44 115 + 41
Creat (mg/dL) 1.06 + 0.47 10+07  1.01+043
Urea (mg/dL) 42 +30 39+24 39+ 26
BUN (mg/dL) 20+ 14 19 + 11 19+ 12
Na (mmol/L)* 137+ 6 139 £ 51 138+ 5
K (mmol/L) 3807  43%05pp 41206
Cl (mmoliL) 104+ 9 104+7 103 +8
Ca (mg/dL) 78:06  9.2:06yy 8.5%0.97/ft
P (mg/dL) 3608 36+09 35+08
Mg (md/dL) 20+03 19404 20+04

BUN: Nitrégeno ureico por sus siglas en ingles, Na: sodio, K: potasio, Cl: cloro, Ca: calcio, P:
fosforo, Mg: magnesio. Los valores se expresaron como media + desviacion estadndar o como
porcentaje. BASHVSASH: *p<0.05; **p<0.001; BASHvsNASH: 1 p<0.05; ff p<0.001;

NASHvVsSASH: y p<0.05; y y p<0.001

En la tabla 3 se muestran los valores de diversos parametros del perfil de
lipidos en los diversos grupos de estudio, donde se observéO una menor

concentracion con diferencia significativa en casi todos los parametros del perfil
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de lipidos en el grupo ASH respecto a NASH y el grupo BASH, excepto en la
lipoproteina de baja densidad.

Tabla 3.Variables del perfil de lipidos en los diversos grupos de estudio.

Variable ASH NASH BASH

Col total (mg/dL) 99+47 162t44ypyy 144145

HDL (mg/dL) 32£17 49%15y  53%14°
LDL (mg/dL) 42+33 93%31y 87128
TG (mg/dL) 7533 133+7Muw 110 £ 60°

HDL.: colesterol de alta densidad por sus siglas en ingles, LDL: colesterol de baja densidad por
sus siglas en ingles, TG: ftriglicéridos. Los valores se expresaron como media + desviacion
estandar o como porcentaje.*BASH vs ASH: *p<0.05; **p<0.01; + BASH vs NASH: 1 p<0.05; 1t

p<0.01; w NASH vs ASH: y p<0.05; y y p<0.01.

En la tabla 4 se muestran parametros hematolégicos en los diversos grupos de
estudio. El grupo de BASH mostro niveles hemoglobina intermedios entre los
otros dos grupos, siendo con diferencia significativa. En el grupo de dafio por
alcohol hubo una disminucién significativa en la concentracion de plaquetas.

Tabla 4. Variables de los parametros hematoldégicos en los diversos

grupos de estudio.

Variable ASH NASH BASH
Hb (g/dL) 97+29 143+54uy 11.8 2.9}t
VCM (fL) 93 + 10 94+ 9 93+9
HCM (pg) 30+4 30 + 4 30 £ 4

Plaquetas (K/uL) 136 = 85 148 £92 137 £ 84
Hb: hemoglobina, VCM: volumen corpuscular medio, HCM: hemoglobina corpuscular media.
Los valores se expresaron como media = desviacién estandar.*BASH vs ASH: *p<0.05;

**p<0.01; ¥ BASH vs NASH: 1 p<0.05; 11 p<0.01; g NASH vs ASH: y p<0.05; @ g p<0.01.
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Respecto a los parametros de funcidon hepética en los diversos grupos de
estudio, se observd que el grupo BASH tuvo niveles altos de ALT y gama
glumatiltranspeptidasa (GGT) con diferencia significativa con respecto a ASH y
NASH, los niveles del albumina se encontraron entre los valores de los otros
grupos, mientras que los tiempos de coagulacion se observaron prolongados
con diferencia significativa con respecto a los grupos de NASH y ASH. Por su
parte, el grupo ASH mostro los niveles mas bajos de albumina, niveles elevados
de bilirrubina total, directa e indirecta y tiempos de coagulacién prolongados,
con diferencia significativa (tabla 5).

Tabla 4. Variables de los parametros de funcion hepatica en los diversos

grupos de estudio.

Variable ASH NASH BASH
Albumina (g/dL)  2.6+0.98 3.9%0.7yw 3.5£0.8"
AST (UIIL) 47 £ 320 42+ 28 52 £ 7311
ALT (UIIL) 34+24 38 + 26 44 + 84
GGT (UI/L) 118+ 1412 63.6+609 158.9%166.711
FA (UI/L) 1125+ 56.7 98.1+34.2 114.9+72.7
LDH (UIL) 192 + 132.2 239.3+92.8 310.3+369.3
BT (mg/dL) 3.2x3. 70w 1.3+£1.7 1712
BD mg/dL 1.4£1.90 0.5+0.9 0.5%0.5"
Bl mg/dL 1.8£1.80 1 08+0.38 1.1+£1.0
TP (s) 181 6.0 13.5+27 14.5£3.6"
INR 1.6 20501 1.2+0.2 1.3%0.3"
TTP (s) 354276y 30.1%5.2 346 £7.011

AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanino aminotransferasa, GGT: gamma
glutamiltranspeptidasa, FA: fosfatasa alcalina, LDH: lactato deshidrogenasa, BT: bilirrubina total,
BD: bilirrubina directa, BIl: bilirrubina indirecta, TP: tiempo de protombina, INR: indice de
normalizacion, TTP: tiempo de tromboplastina parcial. Los valores se expresaron como media +
desviacién estandar. BASH vs ASH: *p<0.05; **p<0.001; BASH vs NASH: 1 p<0.05; 11 p<0.001;

NASH vs ASH: g p<0.05; gy y p<0.001
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En las variables de signos de funcién hepatica no existié diferencia entre los
grupos de estudio (tabla 6).

Tabla 6. Signos de funcion hepatica en los diversos grupos de estudio.

Variable ASH NASH BASH
Encefalopatia 13 (37%) 1(2%) 9 (26%)
Ascitis 32(91%)  11(26%) 15 (44%)

Los valores se expresaron como hdmero de pacientes y porcentaje.

En las escalas de dafio hepatico, no hubo diferencia significativa entre los
grupos de acuerdo a Child-Pugh, BASH se comporté como grupo intermedio en
FIB-4 score, NAFLD score y APRI; menor que ASH y mayor que NASH,
mostrando diferencia significativa con NASH en las 3 escalas, ASH por su parte
fue el grupo que presento mayores magnitud en todas las escalas y con
diferencia significativa respecto de NASH en FIB-4 score, NAFLD score y APRI
(tabla 7).

Tabla 7. Parametros con diferencia significativa en los diversos grupos de

estudios de acuerdo a Child Pugh.

Variable ASH NASH BASH

Child-Pugh

A (47%) 4 (11%) 34 (79%) 15 (44%)

B (33%) 17 (49%) 7 (16%) 13 (38%)

C (20%) 14 (40%) 2 (5%) 6 (18%)
FIB-4 score 7.39 £ 7.0 3.59+4.15 5.0+ 3.781T
NAFLD score 1.86 £ 1.951/W 0.33+£1.96 1.63 +1.9411
APRI 2.18+2.531w 0.88 £ 0.89 1.42+1.4311

FIB-4score: indice de Fibrosis 4, NAFLD score: indice de higado graso no alcohdlico, APRI:
indice AST/plaquetas. Los valores se expresaron como media * desviacion estandar y
porcentaje. *BASH vs ASH: *p<0.05; **p<0.01; ¥ BASH vs NASH: 1 p<0.05; 11 p<0.01; y
NASH vs ASH: g p<0.05; gy y p<0.01.
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Se realizo un analisis post-hoc a los subgrupos de acuerdo con la clasificacion

de Child-Pugh, donde se encontro diferencias significativas entre BASH y ASH:

en la subclasificacién de Child-Pugh A en el VCM; en Child -Pugh B en nivel de

hemoglobina y ALT; y en Child-Pugh C en nivel de albumina, colesterol total y

sodio (tabla 8).

Tabla 8. Variables intergrupales con diferencia significativa de acuerdo a

la clasificacion de Child-Pugh entre los diversos grupos de estudio.

Variable Child-Pugh A Child-Pugh B Child-Pugh C

ASH ASH BASH ASH ASH BASH ASH ASH BASH

Comparativa Vs Vs Vs Vs Vs Vs Vs Vs Vs
BASH NASH NASH BASH NASH NASH BASH NASH NASH

Ca (mg/dL) - 0.002 - - - - - - =

Col total (mg/dL) - = - - 0.049 - <0.002 - -

Na (mmol/L) - - - o = - <0.004 - -

Hb (g/dL) - = - 0.041 0.002 - S > -

VCM (fL) 0.044 - = - - _ _ ) )

ALT (U/L) - = - 0.037 - - o - -

ALB (g/dL) - - - = = - <0.035 - -

Ca: calcio, Na: sodio, Hb: hemoglobina, VCM: volumen corpuscular medio, ALT: alanino

aminotransferasa, ALB: albumina.

6.2 Niveles séricos de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias

El andlisis de las citocinas de acuerdo con la etiologia, mostro que las

concentraciones de IL-18 no tuvieron una diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos (Figura 3).
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Figura 3. Niveles séricos de IL-1 B en los diversos grupos de estudio.

Los niveles de IL-10 e IL-6 tuvieron un valor intermedio en el grupo de BASH,
con diferencia significativa pero mayor que NASH (747.6 £ 1134 vs 32.1 +105.4
y 249 + 104 vs 18.3 = 52.4 pg/mL, respectivamente, ambas con p<0.01) y
menor que ASH; por su parte ASH tuvo valores estadisticamente significativos
mas elevados de IL-10 e IL-6 respecto de NASH (1259 + 1312 vs 32.1 +105.4 y
33.2 £ 54.1 vs 18.3% 52.4, respectivamente, ambas con p<0.01) (Figura 4y 5).

6000
p < 0.0001

1

< 0.0001
I 1 @

4000

2000+

IL-10 (pg/mL)

1259 + 1312 32.1+105.4 747.6 £ 1134
-2000 T T T
ASH NASH BASH

Figura 4. Niveles séricos de IL-10 en los diversos grupos de estudio.
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Figura 5. Niveles séricos de IL-6 en los diversos grupos de estudio.

-200

Los valores de FNT-a ubicaron a BASH con el menor nivel de concentracion y
con diferencia significativa respecto de ASH (2.2 £+ 6 vs 4.5 + 7.7, p<0.01);
NASH tuvo valores intermedios, con diferencia significativa respecto de ASH

gue fue el de mayor concentracion (2.6 £ 11.6 vs 4.5 + 7.7, p<0.01) (Figura 6).
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Figura 2. Niveles séricos de FNT-a en los diversos grupos de estudio.

Existi6 diferencia estadisticamente significativa entre los valores de IL-8 en
BASH respecto de NASH (21.3 + 18.6 vs 12.9 + 21.5, p<0.0.1) y BASH respecto

de ASH (21.3 +18.6 vs 72.9 + 129.6, p<0.01) (Figura 7).
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Figura 3. Niveles séricos de IL-8 en los diversos grupos de estudio

El andlisis detallado con post-hoc a los subgrupos de acuerdo con la
clasificacion de Child-Pugh para las citocinas no demostré diferencias
estadisticamente significativas en IL-18 y FNT-a. En la clasificacion de Child-
Pugh A encontramos diferencias significativas en: IL-6 entre BASH y NASH
(3.59 + 4.811 vs 12.73 + 54.6, p<0.01) y ASH y NASH (4.46 + 4.48 vs 12.73 +
54.6, p<0.05) (Figura 8).; IL-8 entre BASH y NASH (13.38 + 6.87 vs 9.27 £
11.14, p<0.01) (Figura 9); en IL-10 entre BASH y NASH (302.0 £807.3 vs 28.9
+109.1, p<0.05) y ASH y NASH (1697 + 1217 vs 289.9 + 109.1, p<0.05) (Figura
10). En la clasificacién de Child-Pugh B se encontré diferencias significativas en
los niveles de IL-10 entre BASH y NASH (1339 £1373 vs 19.17 + 50.06, p<0.01)

y ASH y NASH (1139 +1187 vs 19.17 + 50.06, p<0.05) (Figura 11).
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Figura 10. Niveles séricos de IL-10 de acuerdo con

Child-Pugh A en los diversos grupos de estudio.
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Figura 9. Niveles séricos de IL-8 de acuerdo
con Child-Pugh A en los diversos grupos de

estudio.
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6.3 Perfiles de distribucion de citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias.

Se estableciéo un patron de distribucion de las citocinas donde en IL-1B no
demostré diferencia de distribucién entre los grupos. El grupo de ASH presento
los niveles mas elevados de FNT-q, IL-6, IL-8 e IL-10 respecto a los otros dos
grupos. El grupo de BASH obtuvo los niveles intermedios de IL-6, IL-8 e IL-10;
mismas citocinas que tuvieron una diferencia estadisticamente significativa
compradas con NASH con p<0.01, y las menores concentraciones de FNT-q,
que junto con la IL-8 obtuvieron una diferencia estadisticamente significativa
con p<0.05 comparado con las concentraciones de ASH. El grupo de NASH
tuvo los niveles de citocinas mas bajos en IL-6, IL-8 e IL-10 y niveles
intermedios de FNT-a; FNT-q, IL-6 e IL-10 comparados con los niveles de ASH

tienen una diferencia estadisticamente significativa con p<0.01 (tabla 9).

Tabla 9. Patron de distribucion de citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias en los diversos grupos de estudio.

Grupo de
estudio
ASH 0] L) M Olol 330D
NASH 0 MYy rpy t Py
BASH A L AT L AT

ASH: esteatohepatitis alcohdlica, NASH: esteatohepatitis no alcohdlica, BASH: esteatohepatitis
alcohdlica y no alcohdlica. *BASH vs ASH: p<0.05; 11 BASH vs NASH: p<0.01; gy NASH vs

ASH: p<0.01.
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Capitulo VI

Discusion

La respuesta hepatica inmune innata y adaptativa han sido implicadas en la
patogénesis de la enfermedad hepatica por alcohol e higado graso, dos de las
etiologias con mayor prevalencia en el mundo occidental. Se ha descrito que las
citocinas proinflamatorias IL-1B, FNT-a, IL-6 e IL-8 contribuyen entre otros
efectos sistémicos a la acumulacién neutrofilica hepética y perpetdan la
inflamacion de origen, por su parte también se ha descrito menor presencia de

IL-10 en estas patologias asociada a gravedad.

La IL-1 B es un marcador inflamatorio, activado por LPS, modula ascenso
térmico, infiltracion neutrofilia, activacion de monocitos y macrofagos, anorexia,
alteracion de metabolismo mineral, catabolismo muscular, disfuncion del
hepatocito, necrosis, apoptosis, y produccién de proteinas de matriz extracelular
y proceso de fibrosis (Barbier et al., 2019; Byun & Yi, 2017; Niederreiter & Tilg,
2018). Se ha descrito la menor progresién de esteatohepatitis y fibrosis en
ausencia de esta accion de esta citocina (Kamari et al., 2011); dos estudios
encontraron mayores niveles de IL-1 B en pacientes con NASH, sobre los
niveles de NAFLD y controles sanos, asociados a progresion de enfermedad
(Auguet et al., 2020; Hadinia et al., 2019); en otro estudio también se encontré
mayor nivel de IL-1B en pacientes con ASH sobre controles sanos (Ruiz et al.,
1993). La IL-1B solo se ha descrito comparativa entre casos y controles sanos,

reportando en ASH y NASH niveles mas elevados en comparacion individual
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con controles sanos (Hadinia et al., 2019; Idalsoaga et al., 2020; Prystupa et al.,
2015; Ruiz et al., 1993). Un estudio en poblacion mexicana describié un mayor
nivel de IL-1B en pacientes con cirrosis por alcohol, seguido por hepatitis
alcoholica y con menor nivel en aquellos pacientes con consumo de alcohol sin
dafio hepatico (Funez-Madrid, V.H. et al., 2019). Aunque en el presente estudio
no se comparod contra controles sanos, los niveles de IL-1B fueron similar entre
las 3 etiologias, no encontrando diferencias significativas en los niveles de
concentracion de IL-18 entre los grupos de estudio, ni de acuerdo con la

clasificacion de Child-Pugh.

El FNT-a es una citocina descrita como principal en el inicio del proceso
inflamatorio (regula elevacion térmica, neutrofilia, activacion de monocitos y
macrofagos, anorexia alteracion de metabolismo mineral y catabolismo
muscular), causa disfuncion del hepatocito, necrosis y apoptosis, factor
relevante en progresion de la enfermedad, interfiere con la cadena respiratoria,
causa dafio mitocondrial, resistencia a la insulina y fibrosis (Niederreiter & Tilg,
2018). Se ha descrito la reduccién del proceso inflamatorio, necrosis y fibrosis
en NASH cuando se bloquea FNT-a (Koca et al.,, 2008). En personas con
diagndstico de obesidad y NASH se ha descrito un aumento en la concentracion
de FNT-a en comparacion con controles sanos (Auguet et al., 2020; Du Plessis
et al., 2016; Jamali et al., 2016; Niederreiter & Tilg, 2018; Uysal et al., 2011).
También se ha reportado relacion de valores de FNT-a y el grado de fibrosis,
edad, resistencia a la insulina, obesidad y relacion directa entre niveles de FNT-

a y la inflamacion lobular y niveles de AST en pacientes con NASH (Du Plessis
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et al., 2013, 2016; Jamali et al., 2016). En contraste, otros estudios han
reportado que no existe diferencia significativa entre NASH en comparacion con
controles sanos(Hadinia et al., 2019; Musso et al., 2005; Torer et al., 2007).
También se ha descrito elevacion de FNT-a en ASH en comparacion con
controles sanos, sin diferencia significativa en niveles de esta citocina en
subclasificacién acorde a Child-Pugh (Byun & Yi, 2017; Ruiz et al., 1993). En
poblacién mexicana, se han reportado niveles séricos de FNT-a mas altos en
pacientes cirroticos por alcohol, seguidos de pacientes con ASH y niveles mas
bajos en hepatopatia por virus C (Flores-Torres A, et al., 2019). En otros
estudio, se reportaron niveles mas altos en NASH en comparacion con ASH
(Cordero-Pérez P., 2017). Esto contrasta con los resultados del presente
estudio donde se encontrd niveles mayores de FNT- a en el grupo con ASH
seguido de NASH y en menor concentracion de BASH; sin diferencias
significativas en la subclasificacién por Child-Pugh, lo cual pudiera ser debido a
la gravedad de la enfermedad, teniendo en cuenta que la poblacion de ASH

tenia mayor presencia de pacientes con Child-Pugh C.

La IL-6 es una citocina producida por células de Kupffer y linfocitos T
cooperadores tipo 2, tiene funcion profibrogénica y mitohinibitoria, que regula
proliferacion neutrofilica, e inductora de células T reguladoras, muestra
proteccion en etapas tempranas de dafio por alcohol, disminuye la apoptosis y
dafio mitocondrial (Kawaratani et al., 2013; Kong et al., 2019). Se ha descrito
que niveles altos de IL-6 tienen relacion a la gravedad de la enfermedad,

inflamacion lobular, y progresion de inflamacion en NASH>NAFLD>controles
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sanos sobre todo en conjunto con DM2 y obesidad (Hadinia et al., 2019; Jamali
et al., 2016; Pillai et al., 2020; Uysal et al., 2011). Sin embargo, otros estudios
no encontraron diferencia en niveles de IL-6 entre pacientes con NASH en
comparacion con controles sanos (Auguet et al., 2020; Du Plessis et al., 2016;
Torer et al., 2007). También en ASH se ha descrito mayores niveles de IL-6 en
relacion directa con la gravedad de la enfermedad, incluso se ha descrito que la
elevacion de IL-6 de 1 pg/mL esta relacionada con aumento del 5% de riesgo
de cirrosis (Prystupa et al., 2015). Esto concuerda con lo reportado en otro
estudio, donde se observd mayor nivel de IL-6 en ASH en comparacion con
controles sano, sin cambio con relacion a gravedad (Ruiz et al., 1993). En
poblacién mexicana, el comportamiento de IL6 entre cirrosis por alcohol, ASH y
hepatopatia por virus C, se encontré con mayores niveles de estos marcadores
en cirrosis por alcohol, seguido de ASH frente a hepatopatia por virus C (Flores-
Torres A, et al., 2019). En otro estudio también en pacientes mexicanos, se han
reportado niveles mas altos en NASH en comparacién con ASH (Cordero-Pérez
P., 2017). Esto contrasta con los resultados del presente estudio donde se
observd mayor nivel de IL-6 en ASH seguido de BASH y menores niveles de
NASH; de acuerdo con la clasificacion de Child-Pugh se encontrd diferencias
significativas en Child-Pugh A, en orden decreciente: NASH>BASH>ASH lo cual

concuerda con el estudio de Cordero-Pérez P. et al.

La IL-8 es producida por células de Kupffer, citocina relacionada con prondstico

de hepatopatia alcohdlica, regula quimiotaxis neutrofilica y progresién de la
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enfermedad (Byun & Yi, 2017; Kawaratani et al., 2013; Niederreiter & Tilg,
2018). Varios estudios han reportado mayores niveles de IL-8 en NASH en
comparacion con controles sanos y ademas se ha descrito la relacion de
mayores niveles de IL-8 en NASH con degeneracion balonoide; asi como con
mayores niveles de IL-1B, IL-6, FNT-a, progresion histologica, edad, resistencia
a insulina, niveles de AST vy fibrosis (Auguet et al., 2020; Jamali et al., 2016, ;
Du Plessis et al., 2016; Torer et al., 2007; Uysal et al., 2011). Otro estudio,
reporto la elevacion de IL-8 en pacientes con ASH en comparacion con
controles sanos, junto con una relacion directa con hipertension portal y
gravedad de enfermedad (Dominguez et al., 2009). En poblacion mexicana, se
encontré niveles mayores de IL-8 en cirrosis por alcohol, seguido de ASH frente
a hepatopatia por virus C (Flores-Torres A, et al.,, 2019). Otro estudio en
poblacién mexicana analizé la participacion de las quimiocinas IL-8 y describid
sSus concentraciones en hepatopatias por alcohol, metabdlica, por virus C y
controles sanos, encontrando mayores niveles de IL-8 en cirrosis por alcohol,
respecto de NASH y seguido de otras etiologias (Hernandez- Santillan M, et al.,
2019). Esto concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio,
donde se observaron, mayores niveles de IL-8 en el grupo de ASH seguido por
BASH y al final por NASH y solo con diferencia estadisticamente significativa en

Child-Pugh A entre BASH y NASH.

Por su parte, la IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que intenta controlar el

dafio inducido por diversos agentes etioldgicos (Idalsoaga et al., 2020). Es una
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citocina producida por células de Kupffer, reduce niveles de FNT-a, regula
proliferacion de células inflamatorias e inductora de células T reguladoras
(Kawaratani et al., 2013; Kong et al., 2019). Se ha descrito mayor nivel de 1L10
en pacientes con NASH en comparaciones con controles sanos (Auguet et al.,
2020). Sin embargo, otro estudio que evidencio una disminucion de los niveles
de IL-10 en pacientes con NASH (Pusl et al., 2008). En poblacion mexicana, el
comportamiento de IL-10 se encontré con niveles mayores en pacientes con
cirrosis por alcohol, seguido de ASH frente a hepatopatia por virus C (Flores-
Torres A, et al.,, 2019). Otro estudio en poblacion mexicana describié la
concentracion de IL-10 en hepatopatia por alcohol, metabdlica, hepatopatia por
virus C y controles, encontrando mayores niveles de esta citocina en cirrosis por
alcohol, respecto de NASH y seguido de otras etiologias (Hernandez- Santillan
M, et al., 2019). En el presente estudio, se encontré6 mayores niveles de IL-10
en ASH seguido de BASH y en menor concentracion en NASH.

Hasta lo reportado a la fecha, este es el primer estudio que describe los niveles
de citocinas pro-inflamatorias y antinflamatorias en pacientes con BASH en

comparacion con pacientes con ASH y NASH.
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Capitulo VI

Conclusiones
En la presente investigacion, se logré establecer un perfil diferencial
en las citocinas pro y anti-inflamatorias.
Se observo en orden creciente que los niveles de las citocinas IL-8,
IL-6 e IL-10 en los grupos de estudio fueron: NASH < BASH < ASH.
Mientras que los niveles de FNT-a fueron: BASH < NASH < ASH.
Los niveles de IL-1[ fueron similares entre los 3 grupos de estudio.
Aunqgue los niveles de las citocinas en BASH se esperaban mas altos
por tener 2 factores inductores de dafio, se observé que estos fueron
menores solamente en comparaciéon con ASH. Esto puede ser
atribuido a que el grupo con BASH tenia menor nimero de pacientes
Child-Pugh C, por lo que es interesante incrementar el tamafio de la

muestra para conclusiones definitivas.
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Capitulo IX

Anexos

9.1 Consentimiento informado

UANL

JAETEETES IF

(i Le
AR MEL ALY ERETEAL

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Comparacidn de citocinas de respuesta inflamatona y
o Titulo del Estudic marcadores de estrés oxidativo en pacientes con ASH,

NASH y BASH .

MNombre del Investigador Principal Dra. C. Lillana Torres Gonzélez

Servicio/Departamento Departamento de Medicina Interna

Teléfono de Contacto 44-44-25-73.51

Persona de Contacto Dr. Leonarde Rene Aguilar Rivera

Version de Documento 1.2

Fecha de Documento 03 de julic de 2018

-Usted ha sido invitado{a) a parficipar en un estudic de investigacién. Este documents contiene informacian
impartante acerca del propdsito del estudio, lo que Usted hara si decide perticipar, v la farma en que nos
gustaria utilizar su informacion personal v la de su salud.

Puede contener palabras que Usted no entienda, Por favor solicite a su médico o al personal del estudio que
le explique cualquier palabra o informacidn que no le quede clara.
#

£CUAL.ES EL PROPOSITO DEL ESTUDIO?

El propdsito de este estudio es determinar el nivel de moléculas que regulan en proceso de inflamacion
conocides como cifocinas proinflamatorias y moléculas asocladas al esirés celular conocidas como
marcadores de esfrés  encontradas en el suero de pacientes con enfarmedad hepdiica asociada a aicohal,
grasa y ambos factores, para poder determinar si exisle diferencia significativa enfre estas, ¥a gue antes no
5¢ consideraba pacienfes con ambag caracterfsticas.

Se saficita su paricipacion al cumpliv tos crilerios necesaros para esfe estudio, dentro de Jos cuales sa
encuentra ser mayor de edad, fener diagnostico de estas enfermedades y no tener ofra enfermedad. !

La investigacion en la qua U;.ted participard es importante porque con los resullados oblenidos se SERETE
poder establecer la implicacidn de /a respuosta inflamatora y of estrés oxidative en estos padecimientos ¥
pranraarrurura; estrategias para ef sbordaje lerapéulico de eslas enfermedades de creciente frecusncia,

'¢cu:}|6l OSERA LA DURACION DEL ESTUDIO Y CUANTOS PARTICIFANTES HABRA EN ESTE
EST ?

;La duracion del estudio serd de aproximadamente 1 afio, perc @ usted solo se le sclicitard su participaci
una unica vaz.

' Sa reunind una muestra poblacional, de paclentes que acudan af dres de Medicing Inferma y Unidad de Hi,
de! Hospital Universitario “0r. José Elewterio Gonzdles”,

Formate de Consentimianto Informads W, 1.2
leﬂmmmh
g .

MITE DE ETICA EN INVESTIGACION
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LCUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN GUENTA PARA MI PARTICIPACION?

Loz critenos de inclusion y exciusidn son los siguernies:

Criterios de inclusidn

FPacigntes mayoras de 18 aflos

Diagnostico de hepatopatia por alcohol (ASH), en consideracion al consumo de aicohol
mayor o igual & & afios 30 gidia hambres y 20g/dia mujeres.

Diagnéstico de hepatopatia por higado graso no alcohalico (NASH), demostrado por
ulfrasanido o fibroascan

Hepatopatia por aleohol y obesidad (BASH), en consideracion al consumo de alcohol mayor
o jgual a 5§ aflos 30 gidia hombres y 20g/dia mujeres y demostrado por NAFLD score,

" Ultrasonido de abdomen superior, pruebas de funcion hepdtica y FIB-4 score.

Facientes usuarios en el hospital Universitanio Or, José Eleuterio Gonzélez,

Independientes
Firma de consentimiento informado

2
Criterios de exclusitn . .
» Otras enfermedades inflamatorias
«  Medicamentos hepatotdxicos
+  Maklignidad
E Embarﬂzaﬁas,
+  Alferaciones psiguigtricas

Criterios de eliminacién.

PEPAREAMEN TG LU VEBLCTE, INTETON
o Faviapa® Unlse Mo 230 A Ok ol 8 oaaan il Bepartamento de
00 gbafi B - -

el PaFngs Prus, dug .

ERLE W]

Alleraciones neuroldgicas secundarias a ofra alteratcicn diferente g una hepatopatia

: #aca‘enfss gue decidan salir del estudio
Alteracion por ofra enfermedad de base

PRTESRITE e

COMITE DE ETiCa B INVEETIRA LIS
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A cada paciente se le realizard uns toma de muestra sanguinea venosa del pliegue del codo (7 mLj {media
cucharada) al ingreso, para la realizacitn de perfil de citocinas sdncas y marcadores de estrés axidativo,

Se determinaran citocinas proimflamatorias mediante pruebas de labomatoro (conocida como ELISA) v los
marcadores de esirés oxidafivo mediante pruebas de laboraterio (conocidas como espectrofomatria).

¢QUE VA A HACER S1 USTED DECIDE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

Si wited decide parficipar en este esludio, solo se e pedird su consentimiento para fa foms de sangre,
asegurando que log datos de estas serdn lofalmernte confidenciales.

Usted no tendréd ninguna obligacion posterior & ia loma de muestras. Una vez recolectadas wsted no fendra
que realizar nada mas.

JCUALES SON LOS POSIBLES RIESGOS O MOLESTIAS?

Lot posibles resgos o molestias pueden presentarse al momento de la foma de muestra sanguinea, dentro
de lag cuales puede ser dolor, enrojecimiento del drea, hematomess, sangrado, lo cual habitualmente pueds
DU . .
"LCUALES S0OM LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED O PARA OTROS?

Es probable que usled no tenga un benalicio directo por su paricipacicn en esta investigacidn, sin embanga
Su participacidn ayudard en un futuro plantear estrategias para el abordaje ferapéutico de estas
enfermedades en crecimiento.

£SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO LE GENERARA ALGUN COsSTO?

Mo habrd costos para Usfed por paricipar en este estudio.

Se realizarin pruebas {citocings ¥ marcadores de esirés cxidative) que son parte de este estudio, los cuales
Leran pagados par las Departamentos involucrados en ) mismea.

Log gasios ga.rrara-cbs durante su estancia en el Hospifal que sean propias de su condicidn coma; i
hogpitalizacion, comida, medicamentos, estudias de lahoratoria, estudios de imagen, no serdn pagados pdr
&l equipo de investigacian.

¢RECIBIRA ALGUN PAGO POR SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?

Usted no recibird ningn pago por la participacian en este estudio

£SE ALMAGENARAN MUESTRAS DE SANGRE O TEJIDOS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES T

‘..1 61 Prig
Autanzar e aimacenamient de sus muestras de sangre, no fe generard wn cosfo @ Usfed. Sus musrsr.ras
serén ulifzadas s6lo para esta nvesligacidn. Usted no recibicd ninguna COMPenaacion anara o en &l futurg
por el uso de eslas muestras. Las muestras de suero serdn simacenadas en congelscidn por un |anoE
aproximade o8 § meses a un afo, periado involucrado dnicamente en este esfudio. Mo se generaran insas g

celilares permanentas o inmonales y sus Muesiras no serdn comercializadss 8n ningdn momenio,

3
Formats de Consentmients infarmaga v, 1.2 =

COPATTE GE ETICA EN INVESTIEACION

VPR WSEER L ke MR LAt BN b DN T RHMA
B LI T T LY N A
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f,éll..IE DEBE HACER 5l LE PASA ALGO COMO RESULTADO DE PARTICIFAR EN ESTE
ESTUDIO?

Los gastos gue genere dicha lesidn o enfermadad 550 le 5erdn pagados si el médico del estuadio ha decicido
que la lesidn / enfermedad esfa direciamente relecionads con los procedimisntos del estudio, ¥ no es ef
resuifado ge une condicidn pre-existents de la progresion nomal de su enfermedad, o porgue no se han
seguido las indicaciones gue &l médico de astudio ha recomendado,

¢CUALES SON SUS DERECHOS COMO SUJETO DE INVESTIGACIONT

5i decide participar an este estudio, Usted bene derecho a sar tratado con respato, incluyendo e decisidn de
confinuaro no en el estudio. Usted es litve de terminar su parkicipacidn en este estudio en cualguier momento

4PUEDE TERMINAR S5U PARTICIPACION EN CUALQUIER MOMENTO DEL ESTUDIO?

Su panicipacion es estrictamente voluntana. 5 desea suspender su participacian, puede hacerio con ibertad
en cualguier momento, 5 elige no participar, su atencidn médica presente wo fulura no se verd afectada y no
IRCWTIrd en sancionas i perderd los beneficios a los que usted fendrfa derecho de algdn oiro modo.

Su participacion también podrd ser suspendida o ferminada por &f eguwpo de inveshigacion, sin su
consentimignto, par cualguiera de las siguiantes circunstancias:

«  Que el estudio haya sido cancelado.
»  Que el médico considere que es fo mejor para Usted.
+  Que necesita algin procedimients o medicaments que inferfiere con esta inveshigacidn,

*“'fé""’ SE PROTEGERA LA CONFIDENCIALIDAD DE SUS DATOS PERSONALES Y LA INFORMACION
DE SU EXPEDIENTE CLINICO?

S acepta participar en la invesligacion, & médice de! esiidio recabard y regisirard informacidn personal
confidencial acerca de su salud y de su tratamiento. Esta informacidn no cantendrd su nombre complelo ni su
domicilio, pero podrd contener olra informacidn acerce de Usted, tal coma iniclales y su fecha de nacimiento.
Toda esta informacion iene como fnafidad garanlizar la infegridad cientlfica de Ja investigacidn. Su nombre
na serd conoeido fuera de fa Institucidn &l menos que lo requisra nuestra Lay.

Ustad tiane el derecho de controlar el uso de sus dafos personales de acuerdo a la Ley Faderal de Proteccion
de dalos Parsanales en Posicidn de Particulares, asi mismo de solicitar el acceso, cormecoicn y oposicidn de
54 informaniin personal. La solicitud serd procesada de acuerdo & las requlaciones de profeccidn de detos !
vigentes. Sin embargo, certa informacion no podra estar disponible hasts que el estudio sea completado, esio
can la finalidad de profeger fa integridad ded Estudio.

La Facullad de Medicing y Hospital Universitario, asi como el Investigador serdn los responsables de
salvaguardar la informacidn de acuerdo con las reguiaciones locales.

Usted tiens & derecho de solicifar por eserito al médica un resymen de su expediente clinico.

'La infarmacidn personal acerca de su salud y de su tratamiento del estudio podr procesarse o lransferirse &
fefceros en ofros palses para fines de mvestigacicn y de reportes de seguridad, incluyende agenciag

. requidoras locales (Secretana de Salud S5A), asi como al Comité de Enica en (nvestigacion v 2l Comits quaees s
Invastigacidn oo nuestra Institusicn, :

<
STGACION
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W L .8 ] 1 I
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Para log prapositos de este estudio, autoridades sanitanas como la Secretaria de Salud y &
Comifé de Efica en Investigacidn o el Comifé de Inveshigacidn de nuestra institucidn, podrén ingpeccianar
su expedignte clinico, Incluso log datos que fueron recabados antes de! inicio de su participacian, fog cuales
puedan incluir st nombne, dormicilio u afre informacion persanal,

£En caso necesano estas avdioras o inspecciones podran hecer folocopias de parfe o de todo su expediente
ciimco. La razdn de esto 85 asegurar gue & esfudio e estd levando & cabo apropiadaments can la finalidsd
e salvaguardar 5Us derechos coma Sujels en investigacidn,

Laos resultados de este estudio da investigaciin podrdn presentarse en reuniones o en publicaciones.

Lainformacion recabada durante este estudio serd recopiiada an bases de datos del investigador, las cuales
podrdn ser usados en ofros estudios en el futuro, Estos dalos no incluiran informacidn médica personal
confidencial, Se mantendrd ef anonimato, .

Al firmar este documento, Usfed autoriza of use y revelaciones de la informacidn acerca de su estado de salud
y fratamiento identificado en esla forma de consentimiento. No perderd ninguno de sus derechos legales
como sufelo de investigacidn, S hay cambios en e uso de su Infarmacian, su médico e informard.

S| TIENE PREGUNTAS O INQUIETUDES ACERCA DE ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION, ; A QUIEN
PUEDE LLAMAR? .

“En caso de tener alguna pregunia relacionads a sus derechos coma sifelo de investigacion de la Facullad de
Medicing y Hegpital Universitario poded eontactar al Dr. Josd Gerardo Garza Leal, Prasidents del Comité de
Etica en Investigacion de nuestra Institucidn o al Lic. Antonio Zapata de la Riva en caso de lener dudas en
refacidn a sus derechos como pacients.

Coniité de Etica on Investigacién del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez".
Ay, Francisco I. Madero v Av. Gonzalilos sin

Eol. Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Lefin México,
CP 66460

Tedétonos: (81) B3294000 ext, 2870 a 2874
Comeo slecirénico: investigacionclinica@meduant.com

RESUMEN CONSENTIMIENTO

PARA LLENAR POR EL SUJETD DE INVESTIGACIGN

O i participacion es completamente valuntaria,

[J Confirmo que he leido y entendido este documento v la infarmacion proporcionada del estudio, E

: g

i Ll Confirmao gue se me ha explicado &l estudio, que he tenido la oporiunidad de hacer preguntas v que o
© 8¢ me ha dado el tiempo suficiente para decidir sobre mi parlicipacion. S¢ con quién debo ,é
comunicanme si tengo mas preguntas. =

8

o

'

£

: o

- . Formate de Consensmiens iMoemado V. 1 uy
FEANAT ANTNE ) Ll VB G T 4 ITERNA N =
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[ Entiendo que las seccionas de mis anolaciones médicas serdn
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Erak

revisadas cuando sea pedinente por el Comité de Etica en Investigaciin o cualguier ofra autoridad
regulaloria para proteger mi participacién en f estudio,

L] Acepto que mis datos personales se archiven bajo codigos que permitan mi identificacian,

O Acepto que mis materiales biolSgicos (sangre) recolectados puedan usarse para los fines que

convengan & este astudio.

[ Confirme que se me ha entregado una copia de este documento de censentimiento firmada.

Nombre del Sujeto de Investigacisn

Firma

__--.-.___..--.______.--.....____---___.......______..-._____...___._..____...______-.--.-_

F'RIHER TESTIGO

#

Mombre del Primer Testigo

Flrma

Direccién

SEGUNDO TESTIGOD

Relacion con el Sujeto de Investigacian

Wombre del Segundo Testigo

Diréccidn

Fecha

DA NNEE i DF MIE Lok T 1M FER Sy

Povamol Madoe b wa0 q i
@ L Wurdd
(O =1rE Ay
Faud inaw .I--||.n |I|.| it Lt

vt
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PERSONA QUE OBTIENE CONSENTIMIENTO

He discutida lo anterior y he aclarado las dudas. A mi mas leal saber y entender, el sujelo esta proporcionanda
su consentimiento tanto voluntaramente como de una manera informada, v &llella posee ¢l derecho legal v ia
capacidad mental suficiente para olorgar este consentimiento.

Mombre de la Persona que obliene el Consentimiznta Firma

Fecha

g

STGACION

=
[

MITE BE ETICA EN 100y

[
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Capitulo XI

Resumen autobiografico

Naci el lunes 16 de septiembre de 1991, en la ciudad de San Luis Potosi, S.L.P.,

primogénito, mi madre maestra con especialidad en matematicas y mi padre contador.

Durante los ultimos 29 afios me desarrolle en artes marciales, Kung-Fu, natacion,
futbol soccer, gimnasia olimpica y artes como pintura al 6leo, danza folclérica
(huapango) y danzon.

Mi segundo idioma es inglés y parcialmente italiano.

Soy a fin al deporte, y fanatico del cine y cocina.

En escuela desde los 19 dias de nacido hasta la preparatoria en S.L.P. para
posteriormente ingresar a la Facultad de Medicina de la UANL a los 17 afios, donde
terminé la licenciatura con mencién honorifica y premio a la excelencia en el EGEL.
Ingrese a la especialidad de Medicina Interna en el Hospital universitario “José
Eleuterio Gonzalez”, actualmente en el cuarto afio de la especialidad.

Perspectivas al momento, ingresar a la subespecialidad de Reumatologia en el

Hospital universitario “José Eleuterio Gonzalez”.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DR. med. FERNANDO MONTES TAPIA
Secretario Académico del Area Clinica
Presente.-

Por medio de la presente hago constar que la tesis titulada “Comparacién de Citocinas de
Respuesta Inflamatoria y Marcadores de Estrés Oxidativo en Pacientes con ASH,NASH vy
BASH" cuyo autor es el Dr. Leonardo René Aguilar Rivera del programa “Especialidad de
Medicina Interna”, ha sido revisada por el programa Turnitin, encontrando un 14% de
similitud y después de la interpretacion de los datos se ha llegado a la conclusién que no

existe evidencia de plagio de la tesis.

Quedé a sus érdenes para cualquier duda o aclaracion.
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