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1. Introduccién

1. CIRROSIS HEPATICA

La cirrosis hepatica es el estadio final de un proceso de fibrosis progresiva secundaria a
un dafio hepatico crénico, caracterizdndose por la distorsidn de la arquitectura del higado y
formacién de nddulos de regeneracion. Esto puede desencadenar una hipertensién portal e

insuficiencia hepatocelular.

Las principales causas de la cirrosis hepatica son el consumo de alcohol, virus de

hepatitis Cy el higado graso asociado a la obesidad (Friedman et al, 2004).

En la practica clinica, el diagndstico de la cirrosis se establece en base a una biopsia
hepatica con presencia de nédulos de regeneracidn, o por combinacién de datos clinicos
(indicios de cirrosis), analiticos (hiperbilirrubinemia, coagulopatia...) y radiolégicos (morfologia

nodular o heterogénea) caracteristicos de esta patologia.

o Epidemiologia de la cirrosis

Aungue se desconoce con exactitud, se estima que la prevalencia de la cirrosis hepatica
en Estados Unidos es del 0,15% en la poblacion general (Bethesda MD: Nationals Institutes of

Health, 1994). En 2006, la cirrosis fue la 122 causa de muerte en este pais (Heron et al, 2009).

Sin embargo, existen varios factores que hacen pensar que la prevalencia de esta
patologia es mayor (Schuppan and Afdhal, 2008), ya que hay causas de enfermedad hepatica
que pueden no ser diagnosticadas, como las infecciones crénicas por virus B y C, o la
esteatohepatitis. Por otro lado, hay que tener en cuenta que la cirrosis en su fase compensada,

es indetectable durante largos periodos de tiempo.
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e Estadios de la cirrosis

La cirrosis se caracteriza por una fase sin sintomas evidentes, denominada ‘cirrosis
compensada’, seguida de una progresion a una fase de ‘cirrosis descompensada’ caracterizada
por complicaciones derivadas de la hipertension portal y de la insuficiencia hepatica. En la fase
de cirrosis compensada, la presidn portal no suele provocar varices gastro-esofagicas ni ascitis.
Sin embargo, conforme el dafio hepdtico avanza, esta presion aumenta y la funcién hepatica
disminuye, dando lugar a ascitis, hemorragia digestiva, ictericia y encefalopatia hepatica. Estos

son los sintomas que marcan el paso de una fase a la siguiente.

En clinica, el estadio de la cirrosis se establece en base a las siguientes escalas de funcidn

hepatica:

- Child-Pugh (Child and Turcotte, 1964): es la mas utilizada y permite clasificar la
gravedad, riesgo quirurgico y el prondstico global (Tabla 1)

- MELD (Kamath et al, 2001) : es un indice prondstico de la cirrosis en su fase avanzada,
que se aplica principalmente para la priorizaciéon de transplantes hepaticos a los

pacientes (Tabla 1)

Tabla 1. Escalas Child-Pugh y MELD.

Clasificacion Child-Pugh
Parametros/Puntos 1 punto 2 puntos 3 puntos
Bilirrubina <2 mg/dl 2-3 mg/dl >3 mg/dl
Albumina > 3,5 mg/dI 2,8-3,5 mg/dl < 3,5 mg/dl
Tiempo Protrombina > 50% 30-50% <30%
<INR 1,7 INR 1,7-2,3 >2,3
Ascitis No Leve Moderada-grave o
con diuréticos
Encefalopatia Hepatica No Grados I-lI Grados llI-IV
Indice MELD
MELD= 9,6 x [Ln creatinina (mg/dl)] + 3,8 [Ln bilirrubina (mg/dl)] + 11,2 [Ln INR] + 6.4

El Child-Pugh se punttda con un numero y una letra dependiendo de la gravedad de la cirrosis: Child A <6
puntos; Child B= 7-9 puntos; Child C > 10 puntos. Abreviaturas: INR (International Normalized Ratio),

MELD (Model for End-stage Liver Disease), Ln (logaritmo neperiano)
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1.1. ALTERACIONES ASOCIADAS A LA CIRROSIS

La alteracion de la funcién hepatica en cirrosis conduce a una amplia variedad de
alteraciones en la detoxificacion de distintas sustancias y metabolitos y en la sintesis y
secrecién de algunas moléculas como la albumina, entre otras. Dada su relevancia en la
induccién de la encefalopatia hepdtica y en el contexto de esta tesis, se describen a
continuacién tres de las alteraciones mas relevantes: hiperamonemia, inflamacién y estrés

oxidativo.

1.1.1. HIPERAMONEMIA

El amonio es un producto del metabolismo de proteinas y otros compuestos
nitrogenados. A concentraciones altas, es toxico y altera la funcidon del sistema nervioso

central (SNC).

Normalmente, el amonio es detoxificado en el higado por incorporacién en urea
mediante el ciclo de la urea, que es posteriormente eliminada en la orina. En otros tejidos
como el cerebro, musculo, etc, el amonio se detoxifica por incorporacién en glutamina que se
transporta al higado donde la glutaminasa la escinde en glutamato y amonio que, se incorpora

en urea para su eliminacion.

En enfermedades hepaticas, como la cirrosis, el amonio no es eliminado eficientemente,
aumentando asi sus niveles tanto en sangre como en cerebro, actuando como agente
neurotoxico. Datos experimentales y clinicos apoyan que la hiperamonemia juega un papel

esencial en el desarrollo de la Encefalopatia Hepatica (HE). (Ver apartado 2.3.1)

1.1.2. INFLAMACION

La inflamacion es la repuesta inmune del organismo frente a agresiones externas o a
agentes patogenos. Este proceso se caracteriza por un aumento del flujo sanguineo en la zona
afectada y diversos tipos de respuestas celulares, con el objetivo de aislar y destruir el agente

nocivo.
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El proceso inflamatorio se puede desencadenar por agentes bioldgicos (bacterias, virus,
hongos, parasitos), por agentes quimicos (toxinas, venenos, acidos, etc), agentes fisicos
(radiaciones, calor, frio, etc), traumatismos, alteraciones vasculares (isquemia) o alteraciones

inmunitarias (hipersensibilidad, enfermedades autoinmunes, etc).

En la inflamacidn, participan distintos tipos celulares (macrdfagos, leucocitos, etc) y
mediadores de la inflamacidn, que son pequefas biomoléculas que median la comunicacién
intercelular. Estos mediadores pueden ser de origen lipidico (prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxanos), proteico (citocinas, factores de crecimiento, interleucinas, etc) y aminas
vasoactivas (serotonina, histamina), y, amplifican la respuesta inflamatoria uniéndose a

receptores especificos presentes en las células diana.

1.1.2.1. Mediadores de la inflamacion:

- Derivados del acido araquidénico: también denominados eicosanoides, son
productos de las enzimas ciclooxigenasa 1, 2 y 3 (COX-1, COX-2, COX-3) y lipooxigenasas. Las
COX producen prostaglandinas (PG): PGE2, PGI2 o prostaciclina, PGD2 y PGF, y tromboxanos

(TX) (Hecker, 1995). Las lipooxigenasas producen los leucotrienos.

Las prostaglandinas se encuentran en la mayoria de tejidos en mamiferos y median en
multitud de procesos fisiolégicos y patoldgicos. COX-2 se induce en procesos inflamatorios y es
el principal productor de PGE2 que aumenta en procesos inflamatorios (Lee et al, 1992). Los
macroéfagos sintetizan PGE2 en respuesta a mediadores pro-inflamatorios como el TNF-a, IL-1
o lipopolisacéridos (LPS) bacterianos (Reddy and Herschman, 1994; Levi et al, 1998). Esta
prostaglandina es un potente vasodilatador y sus efectos se producen a través de receptores

presentes en sus células diana.

Las isoformas de la ciclooxigenasa, COX-1 y COX-2, presentan diferencias en su

expresion y distribucidn tisular y en su funcién celular y fisioldgica.

La COX-1 es constitutiva y se expresa en la mayoria de tejidos. Por ello se le atribuye,
ademas de la funcidn en procesos inflamatorios, funciones homeostaticas como la proteccion
de la mucosa intestinal, mantenimiento del flujo sanguineo renal o participacién en Ia

agregacion plaquetaria (Simon, 1999; Vonkeman and van de Laar, 2010).

La COX-2 en condiciones normales no se expresa en la mayoria de tejidos, aunque es
constitutiva en cerebro y rifiones (Fung and Kirschenbaum, 1999). La expresién de COX-2 se

induce en respuesta a diferentes estimulos inflamatorios como el interferén y (IFN- y), factor
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de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), factores de crecimiento, etc (Mollace et al,
2005; Ye et al, 2010). Debido a que la COX-2 es la isoforma inducible se considera que las PG
gue produce estan involucradas en procesos de inflamacidon mientras que a las PG liberadas
por la COX-1 se les atribuye el mantenimiento de funciones fisioldgicas. La COX-3 es una
isoforma de la COX1l. Se ha observado en humanos una abundante expresion del RNA
mensajero de COX-3 en corteza cerebral y corazén. La inhibicién de esta isoforma podria

contribuir al efecto antipirético de muchos antiinflamatorios no esteroideos.

- Citocinas: La principales citocinas pro-inflamatorias que participan en la respuesta
inflamatoria son la interleucina-1p (IL-1f), interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), interleucina-8 (IL-8), asi como las interleucinas 12, 16 y 18 (IL-12, IL-16 e IL-18). Por
otra parte participan las interleucinas anti-inflamatorias como la interleucina 4 (IL-4) e

interferones como el gamma (IFN-y).

Las células que producen TNF-a son principalmente monocitos/macréfagos, linfocitos T,
neutrdéfilos, mastocitos y células endoteliales (Feldmann et al, 2001). In vivo, la citocina que se
secreta al principio del proceso inflamatorio es el TNF-a cuyos niveles séricos en ratones
aumentan 30 minutos después de un estimulo inflamatorio (Tracey et al, 1987). Si se bloquea
la liberaciéon de TNF-a en respuesta a un estimulo inflamatorio in vivo, la expresién de otras
citocinas como IL-1 o IL-6 se reduce (Fong et al, 1989), sugiriendo que TNF-a es esencial para la
iniciacién o amplificacion de la liberacién de IL-1 e IL-6. Este dato junto con experimentos
analogos in vitro (Brennan et al, 1989) indican que el TNF-a coordina la respuesta de citocinas
tras un dafio. El TNF-a induce diversas quimiocinas y moléculas de adhesion (Doukas and
Pober, 1990; Schroder et al, 1990) lo que acelera la atraccion de leucocitos inflamatorios al
lugar del dafio y la liberacion de mds TNF-a. Ademas el TNF-a aumenta la funcion del sistema
inmune aumentando la proliferacién de linfocitos T, aunque exposiciones excesivamente
prolongadas al TNF-a producen inmunosupresion (Yokota et al, 1988; Gordon and Wofsy,

1990).

Las interleucinas (ILs) son una familia de polipéptidos pertenecientes al grupo de
citocinas. Son secretadas principalmente por leucocitos. Su principal funcién es regular las
funciones relacionadas con este tipo de células: activacién, diferenciacion o proliferacién
celular, secrecién de anticuerpos, quimiotaxis y regulacion de otras citocinas. La interleucina 1
(IL-1) la producen los macréfagos, monocitos y células dendriticas en respuesta a la liberacion
del TNF-a (Feldmann et al, 2001). Existen 3 isoformas IL-1a, IL-1B, IL-1RA. La IL-1B esta

implicada en la patogénesis de diferentes enfermedades que cursan con inflamacidn como
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artritis reumatoide (Gattorno et al, 2008) o la enfermedad de Crohn (Kahle et al, 1992). La IL-6
es secretada por macrofagos, células T, células endoteliales y fibroblastos y participa en la fase
aguda. Su liberacién es inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNF-a. Es una
citocina proinflamatoria. La interleucina-8 (IL-8) se sintetiza en fibroblastos, células
endoteliales, monocitos, macréfagos y células dendriticas. Es un potente factor quimiotactico
de neutrdfilos. Amplifica la respuesta inflamatoria local. La interleucina-12 (IL-12) es producida
por los macréfagos, monocitos y otras células presentadoras de antigenos. Promueve la
activacion de la inmunidad celular activando las células T colaboradoras de tipo 1 (Thl) y
estimula la produccion y citotoxicidad de las células T citotdxicas y de las células Natural Killer
(NK). Tiene un efecto sinérgico con el TNF-a en la induccién de interferén-y. La IL-16 es
producida por los linfocitos T y actia como quimiotdctico especifico de eosindfilos. La IL-4 es
una citocina anti-inflamatoria responsable del control de la inflamacién del cerebro. La IL-4
reduce la produccién de COX-2 y de mediadores inflamatorios como TNF-a e IL-1B por
microglia activa in vivo e in vitro (Ledeboer et al, 2000; Furlan et al, 2000). La IL-18 es
producida tanto por células del sistema immune como células de otros sistemas (células
intestinales y células epiteliales del sistema respiratorio). En colaboraciéon con IL-12, 1L-18
estimula una respuesta inmune de tipo Th1, la cual juega un papel clave en la defensa frente a
microorganismos mediante la induccion del interferéon- y (IFN-y). Ademas la sobreproduccion
de IL-12 y IL-18 induce severos procesos inflamatorios, sugiriendo que IL-18 es una potente
citocina proinflamatoria implicada en la fisiopatologia de la inflamacidn (Nakanishi et al, 2001).

IL-18 estd implicada a parte, también en respuestas de tipo Th2 (Striz et al, 2005).

- Aminas vasoactivas: la serotonina y la histamina. Se almacenan en granulos en
distintos tipos celulares, y son mediadores precoces de la inflamacién. Los principales
productores de histamina son los mastocitos, aunque también pueden producirla baséfilos y
plaquetas. La histamina participa en la inflamacién dilatando las arteriolas y aumentando la
permeabilidad de las vénulas. La serotonina produce efectos similares y esta presente en

plaquetas y ciertas células neuroendocrinas.

- Oxido Nitrico (NO): es un gas soluble producido en macréfagos, células
endoteliales, neuronas y muchos otros tipos celulares por la 6xido nitrico sintasa (NOS) que
transforma L-arginina en citrulina y NO. Participa como mediador en la vasodilatacion. La NOS
puede ser inducible (iNOS) o constitutiva: neuronal (nNOS) y endotelial (eNOS). La expresion

de iNOS se induce en procesos inflamatorios. Ademas iNOS activa a COX-2 (Ye et al, 2010).

- Especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrogeno (RNS) (Ver apartado 3.2)
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1.1.2.2. Inflamacion sistémica

La inflamacién sistémica se conoce también como Sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS). Es el conjunto de fendmenos clinicos y fisiolégicos que resultan de la
activacion general del sistema inmune, con independencia de la causa que lo origine. Las
causas pueden ser infeccion (sepsis), traumatismo, isquemia, procesos inflamatorios, etc. Se
considera que un paciente tiene SIRS cuando presenta al menos 2 de estos sintomas (Rolando

et al, 2000):

-Temperatura corporal superior a 382 C o inferior a 362 C.

-Frecuencia cardiaca superior a 90 latidos por minuto.

-Taquipnea: frecuencia respiratoria superior a 20 respiraciones por minuto.
-Recuento leucocitario superior a 12 X 10°/L o inferior a 4 x10°/L.

-Presencia de mas del 10% de neutréfilos inmaduros.

1.1.3. ESTRES OXIDATIVO/NITROSATIVO

Los mecanismos implicados en la induccién y prevencidon del estrés oxidativo se
describen en el apartado 3.1. Se resumen a continuacién algunos estudios que muestran la

presencia de estrés oxidativo en pacientes con cirrosis hepatica.

Tradicionalmente se consideraba que la presion portal en las enfermedades hepaticas
estaba determinada solamente por la alteracién de la arquitectura hepatica y por el flujo
sanguineo esplacnico. Pero al ser documentada una hipertensidn portal reversible en hepatitis
alcohdlica y en el fallo hepatico agudo, se comprobd que es necesaria la intervencién de
mediadores vasoactivos para explicar el mecanismo de esta hipertensiéon portal aguda vy
también el por qué los pacientes con cirrosis desarrollaban hemorragia aguda por varices en
periodos de descompensacién hepdatica. Uno de estos mediadores puede ser el 8-
isoprostaglandin F2a (8-iso-PGF2a), el cual se forma por la oxidacién de lipidos mediada por
radicales libres y, que ha demostrado elevar la presion portal en ratas cirréticas (Marley et al,
1997). Extrapolandolo a pacientes con cirrosis, la oxidacion de lipidos (ver apartado 3.1.1)
secundaria al dafio hepatico por alcohol, sepsis u otras enfermedades hepaticas puede
producir un aumento agudo de la presién portal (a través del 8-iso-PGF2a y/u otros
mediadores) tal y como se observa en el dafio hepatico agudo. Esta elevacién de la presion

portal se puede reducir con SQ29548 un antagonista del receptor de tromboxanos
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(Marley et al, 1997). El dafio hepatico inducido por alcohol esta relacionado, al menos en
parte, con un estrés oxidativo/nitrosativo causado por la produccién de ROS/RNS y/o a un

descenso de las defensas antioxidantes (Nordmann, 1994).

Yamamoto et al. (1998) estudiaron la presencia de estrés oxidativo en pacientes con
hepatitis, cirrosis y hepatoma, midiendo en plasma los niveles de 10- ubiquinol (CoQ10 en su
forma reducida) y 10-ubiquinona (CoQ10 en su forma oxidada). En sujetos sanos el CoQ10 se
encuentra mayoritariamente en su forma reducida (ubiquinol), mientras que en pacientes
cirréticos, y en otras patologias hepaticas, se encuentran mayores niveles de CoQ10 en su
forma oxidada (ubiquinona) en relacion a la forma reducida, siendo esto un indicador de estrés

oxidativo en dichos pacientes.

En 2007, Geetha et al, analizaron en eritrocitos de pacientes cirréticos marcadores de
estrés oxidativo (perdxidos lipidicos, hidroperéxidos lipidicos, éxido nitrico) y defensas
antioxidantes (glutation reducido (GSH), y actividades de enzimas antioxidantes como catalasa
(CAT), superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx)...). Encontraron un aumento
significativo en todos los marcadores de estrés oxidativo y en la actividad GPx, mientras que
habia una importante disminucion en el GSH, y actividades SOD y CAT, concluyendo que los

pacientes cirrdticos muestran estrés oxidativo.

Spahr et al. (2007) administraron alopurinol (400mg/dia) durante 10 dias a pacientes
cirréticos con el objetivo de evaluar si este antioxidante era capaz de revertir los efectos del
estrés oxidativo. Se midié en suero como marcador de estrés oxidativo, el malondialdeido
(MDA), indicador de oxidacion de lipidos, antes y después de la administracién del alopurinol.
El resultado fue que el MDA estaba aumentado en pacientes cirréticos respecto a los sujetos
sanos, y después de la administraciéon durante 10 dias del antioxidante, los niveles de MDA

diminuyeron un 23%, disminuyendo el estrés oxidativo.

Erglin et al. (2011) encontraron en pacientes cirréticos un aumento en sangre de
marcadores de estrés oxidativo (malondialdehido (MDA), y nitrotirosina como indicador de
peroxinitritos) y de antioxidantes (GSH, actividad catalasa (CAT), y superdxido dismutasa
(SOD)). Vieron un aumento significativo en todos los parametros medidos, excepto en la
nitrotirosina en los pacientes cirrdticos respecto a los sujetos sanos. El aumento de las
defensas antioxidantes podria ser debido a una respuesta adaptativa. Los niveles de GSH
aumentados pueden deberse al aumento del Oxido nitrico, ya que induce la vy-

glutamilcisteinasintetasa (sintesis de GSH) (Patel et al, 2000).
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Basili et al. (2011) utilizaron como marcador de estrés oxidativo en pacientes cirrdticos
la medida de isoprostanos, que aumentan la respuesta plaquetaria por activacion de la
glicoproteina llb/llla, y derivan de la activacion de la NADPH-oxidasa 2 (NOX-2). Encontraron
un aumento de los niveles circulantes de NOX-2, lo que produce un aumento de isoprostanos,

indicando ambos, la presencia de estrés oxidativo.
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2. ENCEFALOPATIA HEPATICA

La Encefalopatia Hepatica (EH) es un sindrome neuropsiquiatrico complejo caracterizado
por una alteracién funcional del sistema nervioso central subsiguiente a un fallo hepatico. El
rango de manifestaciones clinicas varia desde alteraciones sutiles en las funciones mentales
(ver apartado 2.2), hasta coma profundo y muerte (Adams and Foley, 1953; Gazzard and
Dawson, 1986). La EH se presenta en hasta un 50-70% de los pacientes con cirrosis (Riordan
and Williams, 1997). Es una alteracién potencialmente reversible, pero su aparicién conlleva

un mal prondstico.

Se estima que entre 80,000 y 160,000 personas sufren algin grado de encefalopatia

hepatica en Espafia.

Dependiendo de la duracién y el grado de disfuncién hepatica existen dos tipos

principales de EH clinica: aguda y crénica.

- Encefalopatia hepatica aguda: Esta asociada a un fallo hepdtico agudo o
fulminante y es un sindrome clinico de evoluciéon rapida como consecuencia de una
inflamacidn o necrosis masiva hepatica. Las principales causas de este tipo de EH son las
hepatitis viricas agudas, intoxicacién por paracetamol y reacciones idiosincrdsicas a farmacos.
El grado de mortalidad es muy elevado, debido en muchos casos al aumento de la presién

intracraneal.

- Encefalopatia hepatica croénica: Es la forma mds frecuente de EH clinica.
Acompafiada por desviacién de la sangre portal a la circulacion sistémica (EH porto-sistémica).
Esto ocurre tras una intervencion quirurgica (anastomosis porta-cava) en un paciente con una
enfermedad hepatica crénica o espontdneamente en pacientes cirréticos debido a la
hipertension portal. Esta desviacidn de la sangre impide la correcta eliminaciéon en el higado de
distintas sustancias tdxicas, como el amonio, que pueden de este modo alcanzar el cerebro y
alterar su funcidon. En estos pacientes se pueden producir episodios de EH clinica como
consecuencia de determinados factores desencadenantes (hemorragia digestiva, alta ingesta
de proteinas, estrefiimiento, infeccidn). Estos episodios de EH son habitualmente reversibles

cuando el factor desencadenante es eliminado.
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La EH es un factor predictivo de mortalidad en los pacientes cirréticos. Se estima que
uno y tres afios después del primer episodio de encefalopatia hepatica clinica la mortalidad es

del 40 y del 70%, respectivamente (Bustamante et al, 1999).

2.1. ENCEFALOPATIA HEPATICA MINIMA (EHM)

Ademas de los tipos de EH clinica mencionados, existe una forma mds leve denominada

encefalopatia hepatica minima (EHM), en la cual se centra esta tesis.

Pacientes sin signos evidentes de EH clinica pueden presentar diversos déficits
cognitivos (percepcidon visuo-espacial, atencion, concentracion) y motores que no son
detectables en un examen neurolégico rutinario pero se ponen de manifiesto cuando se
realizan tests psicométricos o neurofisiolégicos adecuados. Este tipo de EH se denominaba
encefalopatia hepatica subclinica o latente, términos que hoy en dia han sido reemplazados
por EHM (Lockwood et al, 1993; Schomerus and Hamster, 1998; Lockwood, 2000; Ferenci et al,
2002; Amodio et al, 2004; Romero-Gomez et al, 2007).

La EHM disminuye la calidad de vida de los pacientes (Slowik et al, 2001), aumenta el
riesgo de padecer accidentes laborales, domésticos y de trafico y predispone a sufrir EH clinica.
Se han utilizado diversas baterias de pruebas psicométricas para detectar y valorar la EH
minima. Se ha llegado a un consenso para utilizar los mismos tests en todos los hospitales,
seleccionando como bateria de referencia, la denominada PHES (Psychometric Hepatic

Encephalopathy Score) (Weissenborn et al, 2001; Ferenci et al, 2002).

Yen y Liaw (1990), mostraron que el 50% de los pacientes con EH minima desarrollan EH

evidente durante los siguientes 6 meses.
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2.2. ALTERACIONES NEUROLOGICAS DE LA EH Y EHM

2.2.1. ALTERACIONES NEUROPSIQUIATRICAS

En la encefalopatia hepatica aguda, los desdrdenes neuroldgicos avanzan, en horas o
dias, desde un estado mental alterado hasta el coma. La muerte ocurre, frecuentemente, por

un edema masivo del cerebroy aumento de la presion intracraneal.

Sin embargo, la encefalopatia hepdtica crénica se desarrolla lentamente y los sintomas
varian desde ligeros déficits de atencidon y cambios en la personalidad en la encefalopatia
hepatica minima a enlentecimiento psicomotor, falta de atencidn y sintomas extrapiramidales
como hipomimia (falta de expresidn facial) y bradiquinesia en grado | de EH, desorientacién y
comportamiento extrafio en grado I, acabando finalmente en estupor y coma en grados lll y IV
(Weissenborn et al, 2005). Los sighos mas tempranos suelen ser alteraciones en el suefio y
cambios en el comportamiento, que no son obvios para el médico que examina al paciente

pero si para los familiares y amigos de este (Weissenborn et al, 2005b).

El espectro clinico de la EH es muy amplio, por lo que su diagndstico puede ser dificil
dado que no existe un sintoma o examen de laboratorio especifico para su diagnodstico. La
gravedad de la EH clinica se clasifica en 4 grados segun las manifestaciones neuropsicolégicas.
En la Tabla 2 se presentan los criterios de West-Haven para la estadificacién del estado mental

en pacientes con EH clinica.

La EH ocasional estd caracterizada por un episodio de alteracién neuropsiquiatrica
debido a un factor desencadenante y generalmente no deja huellas en los pacientes en
términos de alteraciones en los test psicométricos y del electroencefalograma (EEG). La EH
recurrente se caracteriza por episodios multiples de encefalopatia intercalados por periodos

en los que la situacion neuroldgica del paciente es aparentemente normal.
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Tabla 2. Criterios de West-Haven para la estadificacion del estado mental en la Encefalopatia Hepatica clinica

Grados EH Sintomatologia
0 Sin anormalidad detectada
1 Leve falta de atencién e incapacidad para mantenerla, euforia, ansiedad.

Dificultad para realizar suma o sustraccion de nimeros sencillos.

2 Letargo, apatia, desorientacion en tiempo y espacio.

Cambios obvios de la personalidad

3 Somnolencia a semiestupor, pero con respuesta a estimulos. Confusion.

Desorientacién importante.

4 Coma. Sin posibilidad de realizar pruebas de funciéon mental.

(Segiin Conn y Lieberthal, 1979)

2.2.2. ALTERACIONES COGNITIVAS

Las alteraciones cognitivas comienzan con falta de concentracién y de atencidn y una
disminucién de la capacidad intelectual. Los pacientes con EH presentan un descenso continuo
en la atencidn acompafiado de un descenso en el estado de alerta desde el grado Il al grado IlI
finalizando en coma. Incluso los pacientes que parecen no estar clinicamente afectados
manifiestan distintos déficits de atencidn en tests psicométricos, indicando una disfunciéon de
los tres subsistemas que cooperan en la atencién: vigilia (capacidad para mantener el estado
de alerta), orientacion y funciones ejecutivas (como hacer planes, deteccion de errores,
resolucidn de conflictos, etc). En fases mas avanzadas la falta de atencién se agudiza de forma
que cuando se formula una pregunta a un paciente frecuentemente hay que repetir la

cuestion y las repuestas son lentas y a menudo carentes de sentido (Weissenborn et al, 2005).

Existe cierta controversia en cuanto a si existe o no deterioro en la memoria en los
pacientes con EH (Weissenborn et al, 2003). Los test psicométricos empleados para medir la
memoria en pacientes con EH evalian fundamentalmente la memoria semantica y la memoria
de trabajo (Weissenborn et al, 2005). En los tests que dependen de la atencién, como ocurre

en muchos tests de memoria, es dificil saber a qué alteracidn atribuir un error, a la atencién o

15



1. Introduccion

a la memoria. Existen test que permiten diferenciar entre atencién y memoria. Uno de ellos es
la retencidon de digitos (Tewes, 1991) que mide la memoria a corto plazo, cuantificando el
nimero de digitos ordenados de forma seriada que un paciente puede recordar de forma
correcta tras haberlos escuchado o leido. Otro test de memoria a corto-plazo es la lista de
palabras de Luria (Christensen, 1984). En estos dos tests los pacientes con EH obtienen peores
resultados que los sujetos control (Weissenborn et al, 2005). El test de memoria de fotografias
o dibujos mide la memoria a largo plazo (Bdumler, 1974). Se muestran al paciente varias
imagenes duplicadas y desordenadas y tiene que recordar donde estaban las imagenes
duplicadas y emparejarlas. En este test también se han observado alteraciones en los

pacientes con EH (Weissenborn et al, 2005).

Los pacientes con EH presentan otras alteraciones cognitivas como alteraciones en la
percepcidn visuo-espacial que se manifiestan por ejemplo en la apraxia, incapacidad para
reproducir figuras simples con bloques o figuras. También presentan un déficit en el proceso
de aprendizaje, mostrando dificultad a la hora de aprender nuevas tareas. Los pacientes
cirroticos con EH obtienen peores resultados que individuos controles en pruebas de
inteligencia, aprendizaje y memoria asi como de percepcion motora y espacial (Puca et al,
1989) sin embargo la capacidad verbal no estd alterada. La etiologia de la cirrosis no influye en

los resultados obtenidos en estas pruebas (Rehnstrom et al, 1977).

Hilsabeck et al. (2002) mostraron que los pacientes con hepatitis crénica causada por el
virus C también muestran alteraciones cognitivas en tareas que requieren atencién,
aprendizaje, velocidad psicomotora y flexibilidad mental, indicando que estos pacientes
presentan alteraciones psicomotoras similares a los de los pacientes con otras enfermedades

cronicas del higado como la cirrosis por consumo crénico de alcohol.

Como se ha mencionado antes, en los pacientes con EH minima las alteraciones
cognitivas no son evidentes y sélo se pueden detectar realizando tests psicométricos
especificos. El término EHM se refiere a cambios sutiles en la funcidn cognitiva o parametros
electrofisiologicos que pueden ser observados en pacientes con cirrosis que no presentan
evidencias clinicas de EH (Amodio et al, 2004). Para diagnosticar la presencia de EH minima, se
utiliza actualmente una bateria (PHES) que consta de 5 tests psicométricos: Tests de conexidon
numérica Ay B, test de la clave de niumeros, test de puntos seriados y test del trazado de linea

(ver apartado 2.1 de Material y métodos).

16



1. Introducciéon

Los resultados obtenidos en los test de la bateria PHES se ajustan en funcion de la edad
y el nivel de formaciéon de acuerdo con las tablas de normalidad de los sujetos control

(www.redeh.org).

Se considera que un paciente presenta EHM cuando en esta bateria obtiene una

puntuacion igual o inferior a — 4.

Las alteraciones en la capacidad de atencion, procesamiento de la informacion (Dhiman
and Chawla, 2009), coordinacién motora, etc, tienen importantes consecuencias en la vida
diaria de los pacientes. Por ejemplo, la mayoria de los pacientes cirréticos con EHM tienen
disminuida la capacidad de conducir vehiculos (Schomerus et al, 1981; Bajaj et al, 2009). Los
pacientes con EHM presentan alteraciones en funciones de la vida diaria como la interaccion
social, comportamiento emocional, dormir, trabajar o realizar tareas domésticas (Groeneweg

et al, 1998; Prasad et al, 2007).

2.2.3. ALTERACIONES MOTORAS

En pacientes con encefalopatia hepatica créonica se presentan frecuentemente

alteraciones en la actividad y coordinacién motoras (Tabla 3).

Los trastornos del movimiento pueden ser debidos a alteraciones en uno o mas de los 3
grandes sistemas motores que configuran la organizacién del sistema motor en mamiferos: via
cortico-espinal, circuitos de los ganglios basales y cerebelo (Alarcon and Giménez-Roldan,
2005). En los pacientes con EH croénica se han descrito alteraciones y sintomas relacionados

con los 3 niveles de organizacidn.

Manifestaciones clinicas motoras relacionadas con un mal funcionamiento de los
ganglios basales (signos extrapiramidales: expresién facial, desdrdenes en el habla, alteracién
al andar, estabilidad postural, bradiquinesia, etc) se han descrito en pacientes con EH minima y
cirrosis hepdtica compensada (Krieger et al, 1996; Jover et al, 2003). Alteraciones de la
coordinacién motora (cerebelares) estan presentes en pacientes con EH de grado I y I, y
alteraciones de la via cortico-espinal en pacientes desde grado | al IV de EH (Krieger et al, 1996;

Jones and Weissenborn, 1997; Weissenborn et al, 2005).

Jover et al. (2005), realizaron una serie de tests psicométricos para medir el deterioro

cognitivo, los signos extrapiramidales y la calidad de vida. 22 de los 46 pacientes cirrdticos
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estudiados manifestaron alteraciones motoras extrapiramidales y obtuvieron peores

resultados en los tests psicométricos y de calidad de vida.

Company et al. (2010) comprobaron que la presencia de alteraciones motoras
extrapiramidales predice el desarrollo de EH clinica y que los signos avanzan a medida que

avanza la enfermedad reduciendo la calidad de vida.

Tabla 3. Alteraciones motoras en pacientes con Encefalopatia Hepatica (clasificacion West-Haven)

Grados EH Sintomatologia
0 Cambios sutiles en pruebas de conexidn numérica o pruebas psicométricas
1 Temblor, incoordinacion, apraxia1
2 Asterixis’, lenguaje lento o incomprensible, ataxia®
3 Reflejos hipoactivos, nistagmo”, rigidez postural y clonus’
4 Postura descerebrada y dilatacién pupilar, reflejo oculocefalico®, ausencia de
respuesta a estimulos en estadios avanzados.

(Segun Amodio et al, 2004)

1) Trastorno de la ejecucion del movimiento aprendido que no puede ser explicado como
consecuencia de debilidad muscular, pérdida sensorial o falta de comprension o atencion a las
Ordenes verbales

2) Temblor de las manos en forma de aleteo

3) Ausencia o irregularidad en la coordinacion de los movimientos musculares

4) Espasmo clonico de los musculos motores del globo ocular, que produce movimientos
involuntarios de éste en varios sentidos.

5) Serie de contracciones ritmicas e involuntarias, de un musculo o grupo muscular por la extension
brusca y pasiva de sus tendones.

6) Se desencadena con los ojos abiertos y mediante giro de la cabeza con rapidez de un lado hacia
el otro. El paciente comatoso cuyo tallo encefdlico este intacto dirige los ojos en la direccion
opuesta a aquella en que se gira la cabeza.
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e Descripcion de algunas alteraciones motoras en pacientes con encefalopatia hepatica:

- Aquinesia: pobreza del nimero de actos motores. Es un sintoma muy
invalidante presente en un buen porcentaje de pacientes cirrdticos (Spahr et al,
1996; 2000; Jones and Weissenborn, 1997; Jover et al, 2005). La aquinesia afecta a
algunos movimientos elaborados, como la escritura, el lenguaje oral (disartria
acinética), el balanceo normal de los brazos al andar, la expresidn facial (hipomimia:

faz inexpresiva y con disminucion del parpadeo) (Ferenci et al, 2002).

- Bradiquinesia: enlentecimiento o reduccién progresiva de la velocidad y
amplitud de los movimientos repetitivos. En una persona no afectada los
movimientos automaticos se desarrollan de forma involuntaria y subconsciente. En
los pacientes con cirrosis hepatica se han descrito retrasos en la iniciacidn motora,
debilidad y fatigabilidad al reiterar los movimientos y enlentecimiento en la
realizacion de las tareas. Esto afecta muchos aspectos motores de su vida diaria,
como vestirse, asearse, comer, actividades manuales, etc., exigiéndoles su ejecucion
mucho mas tiempo del que para ellos era habitual. El enlentecimiento psicomotor es
uno de los primeros sintomas de la encefalopatia hepatica (Spahr et al. 1996; Jones
and Weissenborn, 1997; Joebges et al, 2003). Incluso en pacientes con encefalopatia

hepatica minima, es posible observar bradiquinesia.

- Asterixis: Es el temblor mas caracteristico que presentan los pacientes
con EH (“flapping tremor”) (Uribe et al, 1980; Jones and Weissenborn, 1997;
Timmermann et al, 2002; 2004; 2005; Paul et al, 2004). Los pacientes sufren
sacudidas repentinas e involuntarias de un musculo o grupo de musculos causadas
por contracciones musculares repentinas que no pueden ser controladas por la

persona que las padece.

- Rigidez: es otro de los sintomas que pueden presentar los pacientes con
EH (Jones and Weissenborn, 1997; Jover et al, 2003). Consiste en una contractura
permanente de las masas musculares, que se traduce en una dificultad creciente

para la movilizacidn pasiva de las articulaciones.

- Alteraciones de la postura: los pacientes con EH también pueden

presentar trastornos posturales y de la marcha (Burkhard et al, 2003;

19



1. Introduccion

Mechtcheriakov et al, 2005). La postura habitual del paciente tiende a la flexién del

tronco, de la cabeza y de las cuatro extremidades.

2.2.4. OTRAS ALTERACIONES NEUROPSIQUIATRICAS

Ademas de las alteraciones cognitivas y motoras se pueden observar en pacientes con
EH otras alteraciones neuropsiquiatricas. Se han descrito irritabilidad, apatia, trastornos de la
conducta, cambios en el apetito, mirada fija, amnesia, cambios en el temperamento y en la
personalidad. Algunos pacientes pasan de la depresién a la euforia en pocos minutos. Otros
pacientes presentan sélo depresién o euforia alternadas con un temperamento estable. Los
sintomas paranoicos suelen ser comunes durante el estupor como resultado de las dificultades
en la percepcion y la interpretacion. También pueden aparecer alucinaciones (Sherlock et al,
1954).

Un 50% de los pacientes con cirrosis hepatica presentan alteraciones del suefio
caracterizados por somnolencia durante el dia, sobre todo a primeras horas, letargia y sopor,
mientras que durante la noche la calidad del suefio esta disminuida, duermen menos tiempo y

el suefio esta fragmentado, con multiples despertares (Cordoba et al, 1998).

20



1. Introducciéon

2.3. FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA EH CLINICAY MINIMA

En el desarrollo de la Encefalopatia Hepatica (tanto clinica como minima) estdn
implicadas diversas alteraciones, descritas a continuacion, las cudles pueden actuar de forma

sinérgica. A continuacion, se describen las mas relevantes:

2.3.1. HIPERAMONEMIA

El amonio es esencial en la homedstasis del nitrégeno y participa en la sintesis de
importantes compuestos pero, a concentraciones en sangre y cerebro elevadas, resulta téxico,
provocando alteraciones funcionales en el sistema nervioso central (Gerok and Halssinger,
1984; Cooper, 1993; Felipo and Butterworth, 2002). Por ello, los niveles de amonio en sangre
(~ 100 uM en el hombre, ~ 150 uM en la rata) y en cerebro se encuentran estrictamente
regulados por distintas reacciones que mantienen el equilibrio entre su formaciéon y su

eliminacion.

Los mecanismos patogénicos de la encefalopatia hepatica no estan bien establecidos.
Sin embargo, parece claro que la hiperamonemia es uno de los principales responsables de
este proceso. Existen datos experimentales y clinicos que apoyan el papel de Ia

hiperamonemia en el desarrollo de |la encefalopatia hepatica:

1. Los factores desencadenantes de la EH y del coma hepatico (ingesta proteica,
hemorragia intestinal, etc.) en pacientes cirrdticos van asociados a un aumento de los niveles

de amonio.

2. El funcionamiento del higado en las deficiencias congénitas del ciclo de la urea es
normal excepto en la detoxificacion del amonio. En estas situaciones también se produce
encefalopatia hepatica. Los nifos nacidos con hiperamonemia debida a una deficiencia
congénita en el ciclo de la urea, presentan retraso mental y el grado del mismo se correlaciona
con el nivel y la duracién de la hiperamonemia neonatal (Shih and Tanaka, 1978; Msall et al,

1984).

3. Los tratamientos clinicos que revierten la EH van dirigidos a reducir los niveles de
amonio: reduccidn de la ingesta proteica, control de la flora bacteriana intestinal productora
de amonio con antibiéticos o la reduccidn de la absorcidn del amonio intestinal por

acidificacion del lumen con lactulosa o lactitol.
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4. Existe una buena correlacion entre la severidad de los sintomas neuroldgicos en los

pacientes y la concentracion arterial de amonio que presentan (Clemmesen et al, 1999).

5. La neuropatologia que se manifiesta en la encefalopatia hepatica es similar a la

observada como consecuencia de la exposicion del cerebro a niveles altos de amonio:

- Tanto en EH aguda como en la exposicion aguda a amonio en modelos animales, los
astrocitos se hinchan provocando edema cerebral. Esta complicacién se presenta en
pacientes con sindromes hiperamonémicos agudos (fallo hepatico agudo, sindrome de
Reye, enzimopatias congénitas del ciclo de la urea, etc.) y se correlaciona con los

niveles de amonio alcanzados en esos pacientes (1-5 mM) (Clemmesen et al, 1999).

- Tanto en EH crénica como en la exposicidon crénica a amonio los astrocitos sufren
alteraciones morfoldgicas y funcionales similares, apareciendo los denominados
astrocitos de Alzheimer tipo Il. Estas alteraciones se observan tanto en pacientes con
fallo hepatico crénico como en pacientes con hiperamonemia crénica debida a
enzimopatias congénitas del ciclo de la urea (Michalak and Butterworth, 1997), en
ratones con hiperamonemia inducida por inyeccidn de ureasa (Gibson et al, 1974) y en

cultivos de astrocitos expuestos a amonio (Norenberg, 1987).

Todos los datos anteriores apoyan que la hiperamonemia juega un papel esencial en el

desarrollo de la EH.

Otros estudios sugieren que la hiperamonemia en la encefalopatia hepatica minima
podria ser responsable de la activacion de la guanilato ciclasa soluble por un aumento de dxido
nitrico (NO), ya que la activacion de ésta en linfocitos correlaciona con los niveles aumentados
de amonio vy, conduce a un aumento del GMP ciclico (GMPc). En este estudio se demuestra
como los niveles de GMPc se encuentran aumentados en plasma de pacientes cirréticos con
encefalopatia hepatica minima (EHM), al igual que los niveles de nitratos/nitritos, mientras
que los niveles de GMPc en linfocitos se encuentran disminuidos basalmente en los pacientes
con EHM vy al inducir la guanilato ciclasa soluble mediante un donante de dxido nitrico (S-
nitroso-N-acetyl-penicillamine ‘SNAP’) en linfocitos, se produce un aumento en éste (Montoliu
et al, 2007). Otros estudios en cerebros de pacientes cirrdticos fallecidos, demostraron que la
induccion de la guanilato ciclasa soluble es mayor en los pacientes cirrdticos que en los
controles en la corteza cerebral mientras que en el cerebelo se ve el efecto contrario (Monfort
et al, 2001). En estudios previos, se demostré que estas alteraciones en la via glutamato-NO-

GMPc, estan implicadas en la modulacidon de importantes procesos cerebrales tales como la
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comunicacion intercelular, aprendizaje, memoria y en el ciclo suefio-vigilia (Ding et al, 1994;

1997; Boulton et al, 1995; Pape, 1995).

2.3.2. INFLAMACION

2.3.2.1. Inflamacidn en pacientes con Encefalopatia Hepatica. Sinergia entre

hiperamonemia e inflamacion.

En pacientes con fallo hepatico agudo la inflamacidn periférica estd asociada con la
progresion de la EH (Rolando et al, 2000). La hiperamonemia y la inflamacién actian

sinérgicamente en la induccién y el grado de severidad de la EH.

Existe una correlacién entre los niveles séricos de TNF-a y la severidad de la EH en
pacientes con fallo hepdtico crénico. Los pacientes en grado | de EH presentan
concentraciones de TNF-a mas bajas que los que estdn en grado Il, siendo los pacientes en

grado IV los que muestran las concentraciones séricas de TNF-a mas altas (Odeh M, 2004).

Shawcross et al. (2004) demostraron que la inflamacién agrava las alteraciones
neurolégicas producidas por la hiperamonemia en pacientes cirréticos. Administraron a
pacientes cirrdticos una solucion de aminoacidos para inducir hiperamonemia, la cual provocé
un deterioro de la funcién neuropsicolégica (evaluada mediante tests psicométricos) cuando
los pacientes presentaban inflamacién pero no tras la resolucién de la misma. Estos datos
indican que la inflamacién y la hiperamonemia tienen efectos sinérgicos en la induccién de las
alteraciones neuroldgicas en EH. Estos mismos investigadores, comprobaron posteriormente
que la inflamacién determina el grado de severidad de la EH en pacientes cirréticos con EH
avanzada. Los niveles de inflamacion eran superiores en pacientes con EH en grado 4 que en
grado 3 mientras que los niveles de amonio eran similares en grado 3 y 4 (Shawcross et al.,

2011).

Montoliu et al. (2009) mostraron que la IL-6 e IL-18 estan aumentadas en pacientes
cirréticos con encefalopatia hepatica minima (EHM) comparadas con pacientes sin EHM y que
existe una correlacién entre los niveles de IL-6 e IL-18 en suero y el grado de EHM. Los
pacientes con niveles mas altos de IL-6 e IL-18 presentaron un mayor grado de EHM,

sugiriendo que alteraciones relacionadas con la IL-6 e IL-18 podrian contribuir al deterioro
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cognitivo en la EHM y que sus concentraciones en sangre podrian ser Utiles para distinguir

pacientes cirréticos con y sin EHM.

2.3.2.2. Inflamacion en modelos animales de encefalopatia hepatica crénica.
Sinergia entre hiperamonemia e inflamaciéon en la induccién de

encefalopatia hepatica.

Estudios en modelos animales corroboran la sinergia entre inflamacién e
hiperamonemia en la induccién de la EH. Marini y Broussard (2006) inyectaron ratones control
e hiperamonémicos con LPS para inducir inflamacién. El grado de inflamacién (aumento de
citocinas) fue similar en ratones control e hiperamonémicos. Sin embargo, el deterioro
cognitivo inducido fue mayor y se mantuvo mas tiempo en los ratones hiperamonémicos que
en los control. Este estudio muestra que la hiperamonemia y la inflamaciéon actdan

sinérgicamente en la induccién del deterioro cognitivo.

Jover et al. (2006) alimentaron ratas BDL con una dieta rica en acetato de amonio para
inducir hiperamonemia o con pienso normal. Las ratas BDL con o sin hiperamonemia
presentaron inflamacion. Sin embargo, en las ratas BDL con hiperamonemia se observé un
aumento de astrocitosis tipo Il de Alzheimer, edema cerebral y un deterioro de la actividad
motora respecto a ratas BDL alimentadas con pienso normal. Estos datos apoyan que la
hiperamonemia y la inflamacion actuan sinérgicamente en la induccidn de alteraciones

cerebrales y neurolégicas.

Estos datos experimentales sugieren que estrategias terapéuticas dirigidas a reducir la

inflamacidn podrian prevenir el progreso de la EH y sus complicaciones.

2.3.3. NEUROINFLAMACION

La preservacion del funcionamiento del cerebro es esencial para la supervivencia, por
ello esta protegido de influencias externas por la barrera hematoencefalica (BHE). Cuando se
produce una infeccion las citocinas no pueden atravesar la BHE directamente, por lo tanto son
incapaces de producir un efecto directo en el cerebro. No obstante, el sistema inmune es
capaz de transmitir sefiales al cerebro para que produzca una respuesta durante los procesos

inflamatorios. La respuesta inmunitaria del sistema nervioso central se produce
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fundamentalmente por la activacion de la microglia, considerada como los macréfagos
residentes del SNC (Bentivoglio et al, 2011). La microglia es muy sensible a los cambios que
suceden en su entorno, constituyendo la primera linea defensiva del cerebro frente a una
agresion (Lehnardt, 2010). La microglia activada se acumula en las zonas dafiadas y expresa
genes relacionados con la inflamacidon como citocinas pro-inflamatorios, enzimas como COX-2
y moléculas de adhesion y produce radicales libres (Gonzalez-Scarano and Baltuch, 1999; Block

et al, 2007).

Los astrocitos también participan en la respuesta inmunolédgica del SNC frente a
agresiones. La activacidn de astrocitos se produce de forma gradual con cambios progresivos
que influyen a las neuronas vecinas y a células no neuronales (Sofroniew and Vinters, 2010).
Los astrocitos activados, como la microglia, secretan citocinas y quimiocinas participando en la

respuesta inmune innata y adaptativa (Farina et al, 2007).

2.3.3.1. Neuroinflamacion en pacientes con Encefalopatia Hepatica Crénica

Los estudios sobre neuroinflamacidon en EH se han iniciado recientemente, por lo que
todavia existen pocos estudios en humanos. Cagnin et al. (2006) utilizaron la tomografia de

emision de positrones (PET) en 5 pacientes cirréticos con EHM. Comprobaron que existe una

correlacién entre el deterioro cognitivo y la unidn de [Cll]-PK11195 al TSPO en pallidum,
putamen derecho y region prefrontal dorsolateral derecha. El TSPO antes se denominaba
‘peripheral type benzodiazepine receptor’ (PBR) y ahora se conoce como ‘translocation
protein’ (TSPO). En situaciones patoldgicas, que conducen a neuroinflamacién, se observa un

aumento de la sintesis de TSPO y de la unién de ligandos al mismo en astrocitos y microglia.

Actualmente, el andlisis de la unidn de ligandos al TPSO por PET es una técnica muy

utilizada para evaluar neuroinflamacién en pacientes in vivo.

El aumento del receptor TSPO en EH crdnica podria ser consecuencia de la presencia de

neuroinflamacidn, aunque esto no se ha estudiado en humanos.
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2.3.3.2. Neuroinflamacion en modelos animales de Encefalopatia Hepatica

Cronica

Guigere et al. (1992) observaron mediante autoradiografia un aumento de la expresién
de TSPO en cerebelo, tdlamo, corteza, hipocampo y estriado de ratas con EH inducida por
anastomosis porta-cava (PCS). Esto se puede interpretar actualmente como indicador de la

presencia de neuroinflamacion.

Cauli et al. (2007) demostraron que en la corteza cerebral de ratas PCS aumentan
parametros neuroinflamatorios como la IL-6, la actividad COX y de la iNOS que acompafian al
deterioro cognitivo y propusieron que la neuroinflamacién juega un papel esencial en el
deterioro cognitivo en EH crénica. Mostraron que la administracién de un antiinflamatorio,
ibuprofeno (30mg/kg/dia), reduce la neuroinflamacidn y restaura la capacidad de aprendizaje

de las ratas PCS en el laberinto en Y.

Estudiaron también el efecto del tratamiento con ibuprofeno sobre la hipoquinesia en
ratas PCS y demostraron que, a dosis de 15mg/kg/dia recuperaba la funcién motora en ratas

PCS (Cauli et al, 2009).

Rodrigo et al. (2010) demostraron que ratas BDL presentan activacion de microglia y
neuroinflamacion en cerebelo. Como modelo de hiperamonemia “pura” sin fallo hepatico
utilizaron ratas con hiperamonemia crénica moderada (alimentadas con una dieta rica en
amonio), en las que también encontraron activacion de microglia y neuroinflamacion. Esto
indica que la hiperamonemia per se induce neuroinflamacién. Ambos modelos presentaron
alteraciones cognitivas en la tarea de discriminacion condicionada en el laberinto en Y y
alteraciones motoras. En el cerebro de ratas BDL e hiperamonémicas hay un aumento de
marcadores inflamatorios como iNOS, MHC Il e IL-13 en cerebelo y de PGE2 extracelular en
cerebelo. De nuevo, el tratamiento con ibuprofeno (30mg/kg rata/dia) revirtié la activacion de

la microglia y restauré las alteraciones motoras y la capacidad de aprendizaje.

Estos estudios muestran que la neuroinflamacién juega un papel esencial en el deterioro

cognitivo y motor en EH.
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3. ESTRES OXIDATIVO/NITROSATIVO

3.1. CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se define como una alteracion del equilibrio entre las especies
pro-oxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies, 1986) y puede originarse por
un exceso de agentes pro-oxidantes, un déficit de agentes antioxidantes o por ambos factores

ala vez.

El término estrés oxidativo, se refiere a las alteraciones producidas por las especies
reactivas del oxigeno (ROS). La sobreproduccién de radicales libres del nitrégeno (RNS) se

denomina estrés nitrosativo (Ridnour et al, 2004).

Las ROS y RNS juegan un papel importante en el metabolismo celular. En general, niveles
moderados de ROS/RNS pueden actuar como sefiales para promover la proliferacion y
supervivencia celular, mientras que un severo aumento de ROS/RNS puede inducir la muerte
celular. En condiciones fisioldgicas, el equilibrio entre la generacidon y eliminacion de ROS/RNS
mantiene el funcionamiento correcto de la sefializacién proteica sensible al estado redox.
Normalmente la homeostasis redox asegura la respuesta celular correcta a distintos estimulos
exogenos. Sin embargo, cuando la homeostasis redox se altera, el estrés oxidativo puede
conducir a la muerte celular aberrante y contribuir al desarrollo de distintas patologias

(Trachootham et al, 2008).

A pesar del papel fisiolégico que desempefan algunas especies reactivas del oxigeno
(ROS) y del nitrégeno (RNS), también pueden dar lugar a reacciones de oxidacién perjudiciales,

contra las cuales los organismos han desarrollado defensas antioxidantes (Halliwell, 1996).

Las ROS y RNS son liberadas por macréfagos, neutroéfilos, células endoteliales y tisulares

en respuesta a diferentes estimulos, participando activamente en el proceso inflamatorio.
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3.2. RADICALES LIBRES

Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o mds electrones
desapareados en su orbital externo lo que la convierte en una especie muy reactiva. Pueden
tener una vida media extraordinariamente corta, del orden de milisegundos, debido a su gran
reactividad (radical hidroxilo, por ejemplo), aunque varia segun el tipo de radical libre (Simic,

1988).

En los seres vivos son habituales las reacciones que implican radicales libres (Harman,
2001). Debido a que los organismos se desarrollan en presencia de oxigeno, estan expuestos a
la generacién de ROS, que son responsables del dafio oxidativo de biomoléculas como el DNA,
lipidos, proteinas y glicidos (Sies 1986; Halliwell 1989; 1996). De hecho, participan en los
mecanismos fisiopatoldgicos de multitud de enfermedades como cancer, diabetes (Takada
1982), patologias cardiovasculares (Byers 1993), procesos reumaticos (Wolff and Dean, 1987),
patologias gastroentéricas, afecciones broncopulmonares (Slade et al, 1993) o procesos
neurodegenerativos (Marshall et al, 1999; Halliwell, 2001; Halliwell, 2006). También estan
implicados en procesos fisioldgicos como el envejecimiento (Pacifici and Davies, 1991), o en el

dafio causado por el ejercicio fisico agotador (Davies et al, 1982; Sastre 1992).

3.2.1. TIPOS DE RADICALES LIBRES

El oxigeno molecular en estado basal tiene dos electrones desapareados en dos
orbitales diferentes, por lo que algunos autores lo consideran un radical. Su estructura
electrénica le permite reaccionar de manera muy eficaz con radicales libres, sin embargo con

especies no radicales disminuye la velocidad de reaccion (Cheeseman and Slater, 1993).

El oxigeno se presenta principalmente en su forma diatdmica, debido a la gran
estabilidad de dicha molécula. A pesar de ésto, existe un gran numero de especies derivadas
del oxigeno que, o bien son muy reactivas, o son capaces de dar lugar a especies reactivas
(Tabla 4). Algunas de estas especies son auténticos radicales libres derivados del oxigeno
(radical hidroxilo) y otras no son en realidad radicales (perdxido de hidrégeno), pero participan

en multitud de reacciones que dan lugar a la generacion de radicales libres.
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Tabla 4. Especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS)

ESPECIE QUIMICA simBoLo
Radical Superoxido -0y
Radical Hidroperodxido - HO,
Perdxido de Hidrégeno H,0,
Radical Hidroxilo - OH
Radical Alcoxilo -RO
Radical Peréxido - ROO
Radical Peroxinitrito ‘ONOO’
Oxido Nitrico -NO
Dioxido de Nitrogeno - NO,

(Se indica en verde las ROS y en azul las RNS)

3.2.1.1. RADICALES LIBRES DERIVADOS DEL OXIGENO

R/

% Ani6n superéxido ( 0,)

El anién superdxido es un radical que se forma por la reduccién univalente del oxigeno

molecular. A diferencia de otros radicales libres, caracterizados por su gran reactividad, el

anion superodxido sdlo es capaz de reaccionar eficazmente con un reducido grupo de moléculas

(Halliwell, 1996). No ataca de manera significativa a lipidos poliinsaturados ni al ADN

(Fridovich, 1997). Sin embargo, tiene gran importancia fisiopatolégica ya que se genera en

grandes cantidades (Ames et al, 1993) y sufre una conversion significativa a otras especies

reactivas del oxigeno, que son muy reactivas y dafiinas, como el radical hidroxilo (Sawyer,

1988; Fridovich, 1997). Se estima que en el organismo humano, una célula produce del orden

de 10" moléculas de *0, por dia (Ames et al, 1993).

+* Peroxinitritos (ONOO)

El anion superdxido tiene una alta capacidad para reaccionar con el éxido nitrico (NO),

dando lugar a peroxinitrito, que puede ser muy dafiino. Por un lado puede nitrar residuos
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tirosina libres o de proteinas, formando 3-nitrotirosina (Beckmann et al,1994), de la que se
hablara posteriormente. Por otro lado, el radical peroxinitrito es capaz de nitrar el GMPc
dando lugar a una molécula recientemente identificada en sistemas bioldgicos, el 8NO,-GMPc.
Esta molécula, en el citosol, guanila una proteina (Keapl) encargada de mantener a Nrf2
inactivo. Al guanilarse, keapl se separa de Nrf2, dando lugar a que keapl sea degradada por el
proteasoma, y Nrf2 se transloque al nucleo, donde se une a una regidon (ARE) de diversos
genes, activando su expresién. Varios de estos genes codifican enzimas antioxidantes vy
algunos, como la hemooxigenasa-1 (HO-1) podrian actuar como defensa frente la inflamacidn

(Akaike et al, 2009) (Figura 3).

Nitracion Tyr g | 3.NT
- |

02' [l
peroxinitrito
Mo | =

| 8-nitro-cGMP
A Guavitacion

"6
Pr soma

GlutationPx
Glutation Red
Glutation Transf
SOD
HO-1,NQO1...

o?
Anti-inflamatorio

Figura 1. Reaccion del peroxinitrito con el GMPc, dando lugar a 8-nitro-GMPc con la consecuente
disociacién del complejo keap1-Nrf2, translocacién de Nrf2 al nucleo y aumento de la expresidon de
ARNmM de enzimas antioxidantes.

El peroxinitrito no es un radical como tal. Se forma por reaccién del anién superéxido
con el éxido nitrico, que se produce a gran velocidad. En esta reaccidon también se produce
radical hidroxilo que, junto con el peroxinitrito son potentes oxidantes responsables de

peroxidacion lipidica de membranas (Pacher et al, 2007; Siqueira et al, 2008).

NOe +02e¢ - ONOO + OHe
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Por tanto, el peroxinitrito es un buen marcador de la presencia de estrés oxidativo.

El anidon peroxinitrito es un agente oxidante muy potente, capaz de nitrar residuos
tirosina de proteinas, dando lugar a 3-nitrotirosina, que es un buen marcador de estrés

oxidativo (Gorg et al, 2010; Lobo Torres et al, 2011).

% Radical hidroxilo (*OH)

El radical hidroxilo se forma mayoritariamente por descomposicién de hidroperdxidos
mediante la reacciéon de Fenton- Harber-Weiss (ver apartado 3.2.2.2). Es la especie derivada
del oxigeno mas reactiva y una de las especies quimicas mas reactivas conocidas. Se estima
que su vida media es de alrededor de 10 seg (Liochev and Fridovich. 1994), de manera que
sus reacciones con la mayoria de biomoléculas ocurren muy cerca de su lugar de formacién

(Cheeseman and Slater, 1993).

HOOH + Fe'> = HOe + HO- + Fe*®

+»+ Peroxido de hidrégeno (H,0,)

El perdéxido de hidrégeno no es un radical como tal, ya que no posee electrones
desapareados en su capa de valencia. Se forma como producto de la reaccion de detoxificacion
del anidn superoxido por la enzima superdxido dismutasa. Su eliminacion la llevan a cabo dos
enzimas: la catalasa y la glutatidn peroxidada, de las cuales hablaremos posteriormente, que
metabolizan el H,0, a agua (Arthur, 2000; Faraci and Didion, 2004; Wassmann et al, 2006;

Ardanaz and Pagano, 2006).

SOD
20,-+ H+ —» H,0, + O,

Es la ROS menos reactiva. Su importancia se debe al hecho de que participa en multitud
de reacciones que dan lugar a la generacidén de radicales libres. Ademas, atraviesa con gran
facilidad las membranas bioldgicas, pudiendo dar lugar a reacciones de oxidacion en zonas de

la célula alejadas de su lugar de produccidn.
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%  Oxigeno singlete ('0,)

El oxigeno singlete es una forma excitada del oxigeno molecular. Tampoco es un radical
libre como tal, pero al ser una forma excitada reacciona facilmente con otras moléculas. Se
forma in vivo por accidn de la luz sobre moléculas de oxigeno. También puede formarse en
reacciones de oxidacién de diferentes especies o durante algunas reacciones enzimaticas. Su
vida media es de alrededor de 10° segundos. Puede interaccionar con otras moléculas

transfiriéndoles su energia de excitacidn o combinandose quimicamente con ellas.

% Peroxilo (ROO")

El radical peroxilo se forma cuando un radical hidroxilo ataca a un 4cido graso,
arrancandole un atomo de hidrégeno y dejando un carbono del acido graso con un electrén
desapareado (R®), de manera que lo convierte en radical libre. Este carbono, reacciona con una
molécula de oxigeno (0,), dando lugar al radical peroxilo, el cual puede participar en otras

reacciones y generar otras especies radicales (Frei, 1994).

Oxidante (OH:) 0,
RH » R- » ROO-

El peroxilo dard lugar a los perdxidos lipidicos e hidroperdxidos, los cuales son

eliminados por acciéon de la enzima glutatidon peroxidada (ver apartado 3.5.1.3).
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3.2.1.2. RADICALES LIBRES DERIVADOS DEL NITROGENO

% Oxido Nitrico (NO°®)

El radical NO® es un gas lipéfilo e hidrosoluble, cuya vida media es relativamente larga
(3-5 seg). Su formacién se debe a una reaccién enzimatica en la que la enzima Oxido Nitrico
Sintasa (NOS) cataliza la conversién de L-Arginina a L-Citrulina, dando como producto NO°® en

numerosos tipos celulares (Moncada et al, 1991; Bush et al, 1992).

A concentraciones bajas, el NO actia como una molécula de sefalizacion en muchos
procesos fisiolégicos como la regulacién de la liberacidon de neurotransmisores; la citotoxicidad
mediada por macréfagos y neutréfilos (Rodrigo et al, 2000); la regulacion de la presion
sanguinea, relajacién y viabilidad de células del musculo liso, etc (Bergendi et al, 1999; Liu et
al, 2007). En linfocitos T participa en la respuesta inducida tras el reconocimiento del antigeno
(Ibiza et al, 2006). A concentraciones muy elevadas puede dafar el ADN, ARN, lipidos y
proteinas. Esta implicado en muchos procesos fisiopatolégicos como son el shock séptico, la
hipertension, la deficiencia inmunitaria, la impotencia, la isquemia cerebral, algunos

desérdenes neurodegenerativos, la diabetes y el cancer (Brennan et al, 1999).

Ademas puede reaccionar con el anién superéxido, dando lugar al anién peroxinitrito,

gue puede nitrar residuos tirosina libre 6 de proteinas.

% Diéxido de Nitrégeno (NO,")

El diéxido de nitrégeno es un radical libre presente como contaminante ambiental,

producido primariamente a partir de la oxidacién del NO® atmosférico (Postlethwait et al,

1995).
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3.2.2. GENERACION DE LOS RADICALES LIBRES

Los radicales libres se pueden producir tanto a partir de moléculas endégenas como
exogenas (Freeman and Crapo, 1982; Frei, 1994). Los radicales descritos anteriormente son

especies con origen enddgeno.

3.2.2.1. Fuentes exogenas generadoras de radicales libres

Algunas fuentes exégenas que producen radicales libres son:

e Antibidticos (Doroshow and Hochstein, 1982)

e Agentes antineoplasicos (Deno, 1982)

e Factores ambientales, como contaminantes aéreos fotoquimicos, pesticidas,
solventes, humo del tabaco, anestésicos e hidrocarburos aromaticos (Mason,
1982).

e Radiaciones electromagnéticas (rayos X y V) y radiaciones de particulas
(electrones, protones, neutrones, deuterones y particulas a y B) (Bielsky and

Gebieki, 1977).

3.2.2.2. Fuentes enddégenas generadoras de radicales libres

<> La cadena de transporte electronico mitocondrial

La cadena de transporte electrénico mitocondrial es una de las principales fuentes de
radicales libres en la célula. Se calcula que entre el 1y el 2% de los electrones transportados
por la cadena de transporte electrénico mitocondrial en estado 4 no llegan al complejo IV y
producen reducciones parciales del oxigeno (Boveris and Chance, 1973; Cadenas et al, 1977;

Frei, 1994).

Debido a las propiedades del oxigeno, su reduccién tetravalente requiere la
transferencia sucesiva de 4 electrones al orbital t antienlazante. El citocromo a; del complejo
IV de la cadena respiratoria debe mantener estrechamente unidas a su centro activo todas las
especies parcialmente reducidas del oxigeno hasta que se completa la transferencia de 4
electrones y 4 protones al O, y con ello la formacién de dos moléculas de H,0 (Benzi y Moretti,

1995).
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Por el contrario, los complejos | y Il de la cadena de transporte electréonico mitocondrial
tienen la capacidad de transferir un electréon directamente al O,, pero no son capaces de
retener el ién superdxido formado (Benzi y Moretti, 1995). La especie radical asi formada es el
*0, , que puede producir dafios in situ. Este radical, también puede dismutarse, generando
peroxido de hidrégeno, capaz de atravesar las membranas y salir al citoplasma, donde puede

reaccionar con otras especies formando diversos tipos de radicales libres (Boveris et al, 1972).

Los procesos de formacidn de anidn superdxido en la cadena respiratoria mitocondrial
son un conjunto de reacciones cuya velocidad aumenta linealmente con la concentracién de

oxigeno presente en el medio.

Utilizando mitocondrias aisladas, se puede determinar experimentalmente el consumo
de oxigeno por la mitocondria. En ausencia de sustrato o de ADP, el consumo de oxigeno
provocado por la oxidacién de sustratos enddgenos es bajo. Este estado respiratorio se define
como estado 1. Afladiendo un sustrato oxidable (glutamato o malato) el consumo aumenta

levemente, siendo éste el estado 2.

En el estado 3 de la cadena respiratoria mitocondrial se produce el consumo de oxigeno
en presencia de sustrato y ADP, dando lugar al transporte de electrones y sintesis de ATP.
Cuando el ADP ha sido consumido y por tanto el gradiente electroquimico generado por la
cadena de transporte electrénico no puede ser empleado para sintetizar ATP, se alcanza el
estado 4. El mantenimiento del control respiratorio depende de la integridad de la membrana
mitocondrial, de forma que si ésta se dafia, se desacopla el transporte de electrones y la
sintesis de ATP. Las mitocondrias que consumen la misma cantidad de oxigeno en el estado 3

que en el 4 estan desacopladas (Rickwood et al, 1987).

La produccion de ROS por las mitocondrias aumenta cuando el aporte de sustratos de
la cadena de transporte electrénico mitocondrial excede la demanda de energia, esto es, en
condiciones cercanas al estado 4, dénde el cociente ATP/ADP es elevado. Entonces, aumentan
la presion parcial del O, y el grado de reduccién de los transportadores redox de los complejos

I, Il, y lll, aumentando asi la produccion de ROS (Skulachev, 1996).
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Figura 2. Cadena respiratoria mitocondrial. En mamiferos, la cadena respiratoria
consiste de cuatro complejos enzimaticos (complejo I-IV) y dos substratos
intermediarios (coenzima Q y citocromo c). El NADH+ H* y el FADH, producidos por el
metabolismo intermediario son oxidados por la cadena respiratoria para establecer
un gradiente electroquimico de protones, el cual es utilizado finalmente por el
complejo V para producir ATP, la unica fuente de energia utilizada por la célula
(Bellance et al, 2009). Los complejos | y Ill son los principales productores de anién
superdxido (0O,), liberandolo a la matriz mitocondrial y espacio intermembrana
respectivamente (Drose y Brandt, 2012).

< Reaccion de Fenton-Harber-Weiss

La reaccidon de Fenton- Haber-Weiss consiste en la reduccion del H,0, por iones de
metales de transicion, sobre todo el ion ferroso (Fe™) y, en menor medida, el cuproso (Cu®) y
otros iones. El peréxido de hidrégeno es una molécula relativamente estable en ausencia de
catalizadores que promuevan su descomposicion. Sin embargo, en presencia de dichos iones
de metales de transicion, puede interaccionar con ellos por medio de una reacciéon de oxido-

reduccion (Fenton- Haber-Weiss ).

Se descubrid a finales del siglo XIX que se podian oxidar moléculas orgdnicas por mezcla
de peréxido de hidrégeno y Fe™ (reactivo de Fenton) (Fenton, 1984). Haber y Weiss,
posteriormente dieron una primera explicacién del mecanismo de reaccién: el Fe* reduce al
H,0, que a su vez se descompone en el radical hidroxilo y el ion hidroxilo, oxidandose el metal

por cesidn de un electrén al H,0, (Haber and Weiss, 1932).

HOOH + Fe*> > HOe® + HO- + Fe*®

36



1. Introduccién

7
'0

El sistema hipoxantina/xantina oxidasa

La enzima xantina 6xidoreductasa (XOR) es una enzima con dos isoformas: la xantina
deshidrogenasa y la xantina oxidasa, que se forma por modificaciones posttraduccionales a
partir de la forma deshidrogenasa. Ambas formas enzimaticas catalizan la hidroxilacidon de una
amplia gama de sustratos como purinas, pirimidinas, pterinas y aldehidos (Hille and Nishino,

1995; Hille, 1996).

La xantina deshidrogenasa es una metaloflavoenzima compleja que participa en el
metabolismo de las purinas, oxidando la hipoxantina a xantina y ésta a acido Urico (Figura 3a).
En su forma deshidrogenasa no produce ROS, puesto que emplea como aceptor de electrones
al NAD" (Saugstad, 1990; Kinnula et al, 1995). Sin embargo, en condiciones de hipoxia (Figura
3b), por ejemplo durante un proceso isquémico, la xantina deshidrogenasa es convertida a
xantina oxidasa, por una proteasa activada por la hipoxia (Suzuki et al, 1991). En la forma

oxidasa, esta enzima emplea oxigeno molecular como aceptor de electrones (Radi et al, 1992).

El sistema hipoxantina/xantina oxidasa puede producir especies reactivas del oxigeno en
determinadas circunstancias. En condiciones de hipoxia, la xantina deshidrogenasa, encargada
de metabolizar la hipoxantina a xantina, pasa a xantina oxidasa y, puesto que no hay oxigeno
disponible, se va acumulando hipoxantina sin poder ser oxidada. Cuando se produce la
reoxigenacion, la hipoxantina acumulada se oxida a xantina y acido urico, generando grandes

cantidades de *0, y H,0, (Figura 3c) (Suzuki et al, 1991; Saugstad, 1990).

37



1. Introduccion

a) Condiciones Normales: |

l

Adenosma

Adenma

XANTINA
DESHIDROGENASA

XANTINA
DESHIDROGENASA

HIPOXANTINA —_— XANTINA —_— AcIDO URICO

| b) Condiciones de Hipoxia: |

[ XANTINA DESHIDROGENASA ‘ > XANTINA OXIDASA

| ¢) Reoxigenacion: I

‘ XANTINA OXIDASA ‘ ‘ XANTINA OXIDASA ‘

HIPOXANTINA TY XANTINA _— ‘ Acipo URico

() %oz /szf o, KOs

Figura 3. Sistema hipoxantina/xantina oxidasa: reaccion en condiciones normales (a); en condiciones
de hipoxia (b) y después de la reoxigenacion (c)
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3.3. INDICADORES DE ESTRES OXIDATIVO

3.3.1. DANO OXIDATIVO DE BIOMOLECULAS

Los cuatro tipos principales de biomoléculas (lipidos, glicidos, acidos nucléicos vy
proteinas) susceptibles de ser oxidados. Los radicales libres atacan a las biomoléculas y son
capaces de oxidarlas causando diversos tipos de alteraciones como pérdida de funcion,

acumulacién de moléculas oxidadas, mutaciones, etc.

Dada la importancia del dafio que el estrés oxidativo puede producir en las células y en
el organismo, es util disponer de indicadores que nos permitan detectar y cuantificar su
presencia y tipo. Se utilizan como indicadores de estrés oxidativo productos de la oxidacidn de

las diferentes biomoléculas.

e Oxidacion de lipidos: los lipidos son las moléculas mas susceptibles a ser dafadas
oxidativamente, en especial los acidos grasos poliinsaturados (Cheeseman y Slater, 1993).
Los radicales libres que pueden iniciar esta reaccidon son el radical hidroxilo (HOe), el

perdxido (ROOe), el alcoxido (ROe) y el alquilico (Re).

El proceso se denomina peroxidacidn lipidica y comienza cuando un radical libre ataca
a un carbono de la cadena alifatica de un 3acido graso, se desprende un atomo de
hidrégeno, y se forma un radical alquilico (Frei, 1994; Halliwell, 1994). Esta reaccion se
produce preferentemente en los carbonos contiguos a dobles enlaces de los acidos grasos
poliinsaturados, ya que los radicales formados se pueden estabilizar por resonancia con el
doble enlace. Este radical centrado en un atomo de carbono reacciona con el O, y forma un
radical perdxido, R-COOQe. Los radicales perdxido pueden reaccionar con cadenas laterales
de otros 4acidos grasos poliinsaturados adyacentes, formando un radical alquilico (R’-CHe) y
un peroéxido lipidico (R-COOH), con lo que se propaga la reaccién en cadena (Halliwell,
1994). Ciertos componentes de la defensa antioxidante de las células restringen la
extensidon de esta reaccidén en cadena, siendo incluso en ocasiones capaces de detenerla

completamente (Vladimirov Yu et al, 1986).
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De este modo, un solo ataque por un radical libre puede da lugar a la formacién de un
gran numero de productos de oxidacién, principalmente aldehidos como malondialdehido y
4-hidroxinonenal, e hidrocarburos de cadena corta como etano y pentano (Halliwell, 1991;

Halliwell, 1994).

e Oxidacion de proteinas: todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen
residuos susceptibles de ser atacados por los radicales libres, principalmente el grupo
carbonilo por el radical hidroxilo (Stadtman, 1992). La tirosina, fenilalanina, triptofano,
histidina, metionina y cisteina son los aminodcidos que mas procesos oxidativos sufren
(Davies and Slater, 1987). Esta oxidacidn puede dar lugar a un cambio conformacional de la

proteinay, en general a una pérdida o modificacién de su funcidn biolégica.

Se ha propuesto que la oxidacion de enzimas mediada por radicales libres es un
mecanismo de marcaje para controlar el recambio proteico (Stadtman, 1992). Muchas
proteasas degradan proteinas oxidadas con preferencia a las formas no oxidadas (Davies

and Slater, 1987). Esto permite a las células eliminar proteinas inactivas 6 alteradas.

Un claro ejemplo de la modificacion de proteinas es la nitracion de sus residuos tirosina
por el radical peroxinitrito, que se forma por reaccion del radical superdxido y éxido nitrico

en condiciones de estrés oxidativo-nitrosativo.

e  Oxidacion del ADN: el dafio al ADN por radicales libres puede ocurrir de dos modos
principales: por reaccidn con los residuos de desoxirribosa, que no suele ser critico, o por
reacciéon con las bases del ADN, que es mas habitual, y da lugar a una gran variedad de
productos derivados (Breen and Murphy, 1995). El nimero de bases modificadas diferentes
encontradas en el ADN tras un ataque oxidativo supera la veintena. La oxidacion de la
desoxiguanosina a 8-oxoguanosina es una de las lesiones mas frecuentes, y reviste gran
importancia por su alto efecto mutagénico (Bodepudi et al, 1992). No obstante, el ADN
dafiado puede ser reparado por enzimas que cortan la parte afectada, que es entonces

excretada por la orina (Ames et al, 1993).

e  Oxidacion de glucidos: los glicidos reaccionan con facilidad con los radicales hidroxilo.
La glucosa constituye un captador del radical superdxido, al retenerlo e impedir su acciéon

sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son eliminadores del radical hidroxilo. Se ha
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observado que diversos polisacdridos actian como agentes protectores celulares,

impidiendo la accion de los radicales libres sobre otras moléculas (Albertini et al, 1996).

El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se trata de polisacéridos de

funcién estructural, ya que son despolimerizados por los radicales libres dando lugar a

procesos degenerativos. Por ejemplo, los proteoglicanos estdn sujetos a rotura oxidativa

(Greenwald and Moy, 1980).

3.3.2. COCIENTE GSSG/GSH COMO INDICADOR DE ESTRES OXIDATIVO

El glutatién (y-glutamil-cisteinil-glicina) es un tripéptido que desempefia diversas

funciones metabdlicas de gran importancia, relacionadas principalmente con la proteccién

antioxidante de las células (Vifia, 1990). El grupo activo es el sulfidrilo del residuo de cisteina,

por lo que el glutation ejerce su papel protector cuando se encuentra en su forma reducida

(GSH). Dos moléculas de GSH pueden oxidarse cediendo un electrén cada una y combinandose

entre si dando lugar la forma disulfuro (GSSG). Por ello, un indicador caracteristico de estrés

oxidativo es el aumento de la concentracion de glutatién oxidado con la consiguiente

alteracion del estado redox del glutation, aumentando el cociente GSSG/GSH (Sies, 1986). (ver

Apartado 3.5.2)

- 0_
+ =0 0= +
NH ¢ ~NH,
=0 0=
H-N N—-H
\ /
0=(_\S —S =0
<N[-I HN>
/0 o\
GSSG

Figura 4. Estructura quimica del GSH y GSSG
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3.4. 3-NITROTIROSINA (3-NT)

En condiciones de estrés oxidativo y nitrosativo, como hemos comentado, se producen
radical superdxido y dxido nitrico que reaccionan dando lugar a peroxinitrito, molécula muy
reactiva que nitra tirosina libre 6 de proteinas, dando lugar a la 3-Nitrotirosina (Beckmann et

al, 1994; Pacher et al, 2007).

0 0
o™ OH
HO NH-

Figura 5. Estructura de la nitrotirosina

La nitracién de la tirosina de las proteinas es una modificacién covalente resultante de la
adicion de un grupo nitro (-NO,) a un grupo hidroxilo del anillo aromatico de residuos tirosina

(Gow, 2004). Esta nitracion, produce cambios en la estructura y funcién de las proteinas.

La nitracion de la tirosina ocurre mediante un mecanismo radicalario en el cual primero
es extraido un atomo de hidrogeno que, rapidamente se combina con -NO, produciendo

3-nitrotirosina.

En la mayoria de los estudios, la nitracién de tirosinas se asocia con una pérdida
significativa de funcidn de la proteina nitrada. Un ejemplo interesante de pérdida de actividad
enzimatica es la Mn-SOD mitocondrial, cuya nitracién en el residuo Tyr-34 conduce a la
completa inactivacién de la enzima (MacMillan-Crow and Thompson, 1999), favoreciendo la
generacion de superdxido y peroxinitritos en este organulo, por la menor dismutacion del

e02-.

La acumulacién de 3-NT ha sido descrita en diversas enfermedades neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple) y cardiovasculares (ateroesclerosis, diabetes,
infarto de miocardio...). Se ha medido tanto la 3-NT libre como la unida a proteinas en suero o

plasma de pacientes.

Ansari y Scheff (2010) midieron los niveles de 3-NT en proteinas en sobrenadante post-
mitocondrial, mitocondria y en fracciones sinaptosomales de corteza frontal obtenida post-

mortem de individuos sanos, pacientes con deterioro cognitivo leve, y con la enfermedad de
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Alzheimer. Encontraron un aumento en la nitraciéon de los residuos tirosina (3-NT) de las
proteinas en los tres tipos de fracciones analizadas en los pacientes respecto a los individuos

sanos, y una tendencia al aumento de dicha alteracidn segun se agrava la patologia.

| Formacién de nitrotirosina |

Lipidos

ONOO~ Nitrificacion Bases de ADN

\ Nitrotirosina

Aminoéacidos: tirosina |

7
Oxidacion / @

de proteinas Inactivacion Funcionalmente
de enzimas relacionada
con la patobiologia
de enfermedades
inflamatorias

A
Dario tisular

Inhibicién de la fosforilizacién
de sustratos de tirosina

Figura 6. Esquema de los efectos del peroxinitrito. Esta
especie puede oxidar directamente proteinas
(izquierda) o puede nitrificar diversas moléculas. Entre
ellas, el aminoacido tirosina es la molécula diana para
dicho proceso. La formaciéon de nitrotirosina puede
alterar las funciones de las proteinas o actuar como
marcador del estado de estrés nitrosativo celular.

3.5. POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

La mitocondria juega un papel fundamental en rutas de sefializaciéon tanto de
supervivencia como de muerte celular. Por un lado, este orgdnulo proporciona el 90% del ATP
para la supervivencia celular mediante la fosforilacidon oxidativa. Por otro lado, la mitocondria
es el principal regulador de la muerte celular mediante apoptosis, necrosis y autofagia.

El estrés oxidativo, acompafiado de la sobrecarga de calcio en la matriz mitocondrial,
causa un aumento de la permeabilidad de las membranas mitocondriales por la formaciéon de
un poro de transicion (mPTP) (Chipuk et al, 2006; Halestrap et al, 2009). La apertura del mPTP
induce la despolarizacién de la membrana mitocondrial interna (MIM) conduciendo a una

deplecion de ATP y produccién de ROS.
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3.6. SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Todas las células aerdbicas estan sujetas a estrés oxidativo. El organismo ha desarrollado
una serie de mecanismos de defensa antioxidante, tanto enzimaticos como no enzimaticos,
dirigidos a protegerse frente a la accién daiiina de los radicales libres. El término antioxidante
fue definido como ““cualquier sustancia que, a bajas concentraciones comparado con el
sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidacién de este sustrato” (Sies,

1993; Halliwell, 1995; Halliwell, 1996).

Los antioxidantes pueden actuar por diferentes mecanismos:

Previniendo la formacion de ROS

e Interceptando el ataque de las ROS

e Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas menos
reactivas

e Aumentando la resistencia de las dianas bioldgicas sensibles al ataque por ROS

e Facilitando la reparacion del dafio producido por las ROS

e Manteniendo un ambiente favorable para la intervencion de otros antioxidantes

7

+» Desde el punto de vista de la fisiologia celular, los antioxidantes se clasifican en:

- Primarios: son enddgenos y previenen la formacién de nuevos radicales
libres (RL), actuando en el inicio de la cadena de oxido-reduccién, convirtiendo los RL
existentes en moléculas menos perjudiciales (por ejemplo, enzimas antioxidantes:
catalasa, superéxido dismutasa, glutation peroxidasa y reductasa, etc y otras moléculas

no enzimaticas como el glutatién reducido).

- Secundarios: son exdgenos y actuan al bloquear alguna etapa de la cadena
de oxidacién ya iniciada capturando radicales libres cuando hay sobreproduccion de
éstos, evitando asi las reacciones en cadena (por ejemplo, Vitamina C, Vitamina E, B-

caroteno...).

- Terciarios: son enddgenos y su mecanismo de defensa se basa en la
reparacion de biomoléculas dafadas por los radicales libres. Incluyen enzimas

reparadoras del ADN entre otras.
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+» Desde el punto de vista bioquimico, los antioxidantes se clasifican en enzimaticos y
no enzimaticos. En esta tesis, se describen los antioxidantes en funcién de ésta ultima

clasificacion bioquimica.

3.6.1. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

3.6.1.1. Catalasa

La catalasa detoxifica el peréxido de hidrégeno mediante su conversion a agua y a una

molécula de oxigeno (Chance et al, 1979).

CATALASA
2 H,0, » 2H0 + O

Figura 7. Reaccion de la Catalasa, eliminando perdxido de
hidrégeno

La enzima se presenta en forma de homotetramero y se localiza principalmente en los
peroxisomas (Tolbert and Essner, 1981), aunque también se ha descrito cierta actividad

catalasa en mitocondrias y citosol (Eriksson et al, 1992; Prasad et al, 1994).

El peréxido de hidrégeno es un residuo del metabolismo celular de muchos organismos
vivos y tiene entre otras, una funcidn protectora contra microorganismos patdgenos, pero
dada su toxicidad debe transformarse rapidamente en compuestos menos peligrosos, funcion

en la que juega un papel esencial la catalasa.

3.6.1.2. Superdxido Dismutasa

La superdxido dismutasa es una familia de metaloproteinas ampliamente distribuida en
los organismos vivos. Esta presente en todas las células aerdbicas, e incluso en algunas
bacterias anaerdbicas (Hassan and Fridovich, 1978). Constituyen la primera defensa frente al
dafio oxidativo que pueden causar el idn superdxido y las especies reactivas derivadas de éste
(Fridovich, 1974). Su actividad fue descrita por primera vez en 1969 (McCord and Fridovich,
1969).
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La superdxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacién de superdxido en oxigeno vy
peroxido de hidrégeno. Debido a esto, es una importante defensa antioxidante en la mayoria

de las células expuestas al oxigeno.

SOD
20, + 2H' > H,0, + O,

Figura 8. Reaccion de la SOD para eliminar el anién superdxido,
produciendo perdxido de hidrogeno

El anién superdxido (O,:) dismuta espontdneamente a O, y perdxido de hidrégeno
(H202) de forma bastante rapida. La SOD es biolégicamente necesaria porque el superdxido
reacciona aun mas rapido con NO- para formar peroxinitrito. Para evitarlo, la SOD elimina el
anién superodxido. Aunque la vida media del superdxido es muy corta a concentraciones muy

elevadas, es bastante larga a bajas concentraciones (Fridovich, 1974).

En mamiferos existen tres isoformas de superdxido dismutasa: SOD1, SOD2 y SOD3. La

primera es un dimero, mientras que las otras son tetrdmeros.

SOD1 y SOD3 contienen cobre y zinc, mientras que SOD2 tiene manganeso en su centro

activo.

Las isoforma SOD1 se localiza en el citoplasma y en el nicleo, y se encuentran en
elevadas concentraciones en higado, cerebro y testiculos, y en menor proporciéon en
eritrocitos, pulmén y pancreas. SOD2, en mamiferos se encuentra mayoritariamente en la
matriz mitocondrial (Weisiger and Fridovich, 1973; Kinnula et al, 1995) y en menor medida en
el citosol. Su presencia en la mitocondria es de gran importancia, puesto que la cadena
respiratoria mitocondrial es una de las principales fuentes generadoras de superéxido (Boveris
y Chance, 1973). Por ultimo, SOD3 es extracelular y se caracteriza por su elevada masa
molecular (Marklund et al, 1982). Aunque esta isoforma es detectable en plasma, se localiza
principalmente en el espacio extracelular de vasos sanguineos, corazén, pulmones, rifidn y
placenta (Nozik-Grayck et al, 2005), probablemente para interceptar el dafio causado por el

superdxido que liberan neutroéfilos y macrofagos (Fridovich, 1997).
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3.6.1.3. Glutation Peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reaccion de reduccion y, por tanto eliminacion,
de hidroperdxidos y lipoperdxidos generados en las células utilizando como donante de

electrones el glutatién reducido, oxidandolo a glutation disulfuro (Chance, 1979).

GPx

ROOH + 2GSH ey GSSG + ROH + H,0

Figura 9. Reaccidn catalizada por la glutation peroxidasa (GPx): ROOH puede ser un
hidroperoxido o un lipoperdxido. Cuando ROOH es un hidroperéxido (H,0,) la GPx lo
reduce a H,0. Cuando ROOH es un lipoperéxido (LOOH) la GPx lo reduce a LOH.

Existen dos tipos de glutation peroxidasa, una dependiente de selenio (Se-GPx), y otra

gue no contiene selenio (GPx).

La Se-GPx es una proteina tetramérica con cuatro d4tomos de selenio, que cataliza la
reduccion del peroxido de hidrégeno y perdxidos organicos (Ketterer, 1986). Su centro activo
contiene una cisteina unida covalentemente a un atomo de selenio (Forstrom et al, 1978). Su

actividad se ve muy afectada por el contenido en selenio de la dieta (Ketterer, 1986).

Por otro lado, la glutatidon peroxidasa no dependiente de selenio sélo tiene actividad
frente a perdxidos orgdnicos (Ketterer, 1986). La mayor parte de la actividad glutation
peroxidasa se encuentra en el citosol, aunque también esta presente en la matriz mitocondrial

(Ketterer, 1986).

En mamiferos, las 4 isoformas de GPx dependientes de selenio mas importantes son

(Margis et al, 2008):

- GPx-1: se encuentra en eritrocitos, higado, pulmdn y rifion. A nivel subcelular, ha sido
identificada en citosol, nucleo y mitocondria. Su funcidn es reducir hidroperdxidos inorganicos
(Brown et al, 2000).

- GPx-2: se encuentra en el tracto gastrointestinal acumuldndose en citosol y nucleo.
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- GPx-3: es una GPx plasmatica. Es una proteina secretada, localizada también en
citosol.

- GPx-4: estd distribuida ampliamente en diferentes tejidos, presente en citosol, nucleo,
mitocondrias y unida a membranas. Su estructura es monomérica. Se encarga de reducir

mayoritariamente los perdxidos lipidicos (Brown et al, 2000).

3.6.1.4. Glutation Reductasa

La Glutation Reductasa (GR) cataliza la reduccién de GSSG a GSH mediante la oxidacidn

de NADPH a NADP™.

GR

GSSG + NADPH + H’ » 2GSH + NADP'

Figura 10: Reaccion de reduccion del GSSG catalizada por la glutation reductasa (GR)

La GR es esencial, no sélo para el mantenimiento del GSH intracelular y la proteccién de
los grupos tiol (-SH) de las proteinas frente a alteraciones estructurales, sino también para

proporcionar el GSH necesario para mantener la actividad de la GPx (Figura 13).

3.6.1.5. Glutation S-Transferasa

La glutatidn S-transferasa (GST) es una enzima encargada de catalizar la conjugacién del
GSH con una amplia gama de moléculas electrdfilas, reduciéndolo, por lo que es un importante
componente del sistema de detoxificacion de drogas, pesticidas y otros xenobidticos. También
estd implicada en el metabolismo de moléculas enddgenas como el leucotrieno A4 o la

prostaglandina Al.

Esta enzima no elimina directamente radicales libres. Su funcién es conjugar el glutatién,

a través de su grupo sulfhidrilo (nucleofilico), con especies que han sido modificadas por
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radicales libres (lipoperodxidos...) para eliminarlas, participando asi en la reduccién del estrés

oxidativo.

Segln su localizacién, existen principalmente 3 isoformas de GST: citosdlica (cGST),

mitocondrial (mGST) y microsomal.

3.6.2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Son moléculas que reaccionan directamente, sin que sea necesaria ninguna intervencion
enzimatica, con las especies reactivas o con los productos de reaccidn de éstas. En ocasiones
pueden participar también en procesos antioxidantes enzimaticos. Entre los antioxidantes no
enzimaticos se encuentra el glutation, la vitamina C, la vitamina E, los B-carotenos y el acido

drico.

3.6.2.1. Glutation

Es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamiferos . Constituye el principal
antioxidante endégeno no enzimatico, ya que su concentracion intracelular (3-5 pmol/g de
tejido seco en hepatocitos de rata) es tan elevada como la concentracion de glucosa, que es de
las moléculas mas comunes dentro de la célula (Vifia et al, 1978). En sangre, se ha descrito que

los niveles de glutatién son de 2.5mM (Waggiallah and Alzohairy, 2011).

Fue descubierto por Hopkins en 1921, pero fueron Harington y Mead, en 1935, quienes
describieron finalmente la estructura correcta de la molécula, constituida por 3 aminoacidos:
acido glutamico, cisteina y glicina. Su estructura le confiere unas caracteristicas que le otorgan

una amplia e importante funcionalidad en la célula.

Puede encontrarse en dos formas segun su estado de oxidacién-reduccién: glutation
reducido (GSH) o glutation oxidado (GSSG), siendo el GSSG la combinacién de dos moléculas

de GSH unidas por un puente disulfuro.

El GSH desempefia numerosas e importantes funciones metabdlicas (Vifia, 1990), entre
ellas, protege a la célula frente al ataque oxidativo, bien sea por radicales libres, peréxidos u

otros agentes dafiinos como las radiaciones.
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e Estructura quimica:

Su estructura quimica es determinante para que el GSH desempefie muchas de sus

funciones fisioldgicas:

- un grupo tiol (-SH) de la cisteina le capacita para intervenir en reacciones redox y,

-un enlace y-glutdmico que le confiere resistencia a la degradacidon por peptidasas

celulares. De hecho, este enlace sdlo es hidrolizable por la enzima y-glutamil transpeptidasa

localizada en la membrana celular (Vifia et al, 1992).

(A) (8)
v-Glu Cys Gly
NH,; ' O O
o .owu e
CH—-C—C—C—N—CH—C—N—CH—C—0
| H; H, | | |
0= : O (sz H ,
Q- SH K o »

Figura 11. Estructura quimica del GSH: y-glutamil cistein glicina (A) y del GSSG (B)

e Propiedades fisico-quimicas:

Gracias al grupo tiol (-SH) de la cisteina, el glutatiéon puede intervenir en reacciones de
naturaleza redox, intercambiando electrones a través de éste (Kosower y Kosower ,1978),

pudiendo reaccionar de las siguientes formas:
1) Reaccidn directa con un radical libre:

El GSH reacciona con un radical libre formandose el radical GS®, que es estable y persiste

hasta encontrar otro radical y formar una molécula de GSSG.

GSH+Re ———» RH + GSe
2GSe —> GSSG

50



1. Introduccién

2) Intercambio tiol-disulfuro:

Puede reaccionar estando en forma oxidada con otro tiol uniéndose una molécula de
glutatidn al tiol formando GS'.

RS + GSSG ——> RSSG + GS’

3) Oxidacion dieléctrica:

Se produce a través de la formacion de un intermediario, seguida por la sustitucion de
una molécula adecuada. Este mecanismo es uno de los empleados para deplecionar GSH de

forma no enzimatica:

RS-+ GSI —> RSSG +1I-

e Localizacidn del GSH: glutatién mitocondrial, nuclear y endoplasmatico

La concentracion y el estado redox del glutation no es igual en los diferentes
compartimentos celulares. La distribucidn y los niveles de glutatiéon en la mitocondria y citosol
se describié por Sies y cols. (Wahllander et al, 1979). El glutatién tiene diferente tasa de
renovacion en la mitocondria que en el citosol (Griffith y Meister, 1985). No se sintetiza en la
mitocondria, pero se transporta a este organulo desde el citosol por un transportador
especifico. El glutatiéon mitocondrial tiene importantes funciones tanto en la fisiologia normal
como en situaciones patolégicas (Linnane et al, 1989). Juega un papel en el envejecimiento
(Miquel et al, 1980). En ratas, el GSH disminuye ligeramente (un 30%) con la edad en el
citoplasma. Sin embargo, disminuye marcadamente en la mitocondria (Sastre et al, 1996).
Ademas, existe una correlacion entre el glutatién mitocondrial y el incremento del estrés

oxidativo en el ADN de la mitocondria (de la Asuncion et al, 1998).

El reticulo endoplasmatico es otro compartimento celular en el que el glutatién juega un

papel importante, particularmente debido a su relevancia en el plegamiento de proteinas de

secrecion (Trimm et al, 1986; Hwang et al, 1992).

51



1. Introduccion

e Funciones fisioldgicas del GSH
El GSH participa en gran cantidad de procesos fisioldgicos, incluyendo:

1. Papel en la sintesis del DNA: en este proceso se requiere la reduccién de
ribonucledtidos para formar desoxirribonucledtidos, reaccién catalizada por la ribonucleétido
reductasa. Debe intervenir un donante de hidrégeno que puede ser la tiorredoxina, o la

glutarredoxina (Holmgren, 1979) dependiente de GSH.

2. Papel protector frente al estrés oxidativo (antioxidante). Dado que el GSH es uno de
los antoxidantes principales de la célula, constituye una importante barrera de proteccion
frente al estrés oxidativo (Sies, 1986). El GSH protege a la membrana celular contra el dafio
oxidativo ya que mantiene el estatus tidlico de la misma (Kosower y Kosower, 1983). El GSH
puede excretarse también de las células y actuar como mecanismo de emergencia frente al
dano que un exceso de GSSG puede causar, puesto que el GSSG reacciona con los grupos tioles
de proteinas formando disulfuros mixtos (Ishikawa et al, 1989). El GSH también participa en la

detoxificacién de perdxidos por la glutatidon peroxidasa.

ROOH GSH NADP*
Glutation Glutation
Peroxidasa Reductasa
ROH GSSG NADPH

Figura 12. Ciclo redox del glutation: cuando se da una agresion oxidativa, el GSH se oxida a GSSG
por medio de la reacciéon catalizada por la glutation peroxidasa. El GSSG formado es
inmediatamente reducido a GSH por medio del enzima glutation reductasa. La glutation reductasa
requiere NADPH como cofactor, que serd suministrado por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa

El GSH puede reaccionar directamente con los radicales libre, sin necesidad de
intervencién enzimatica, o bien mediante la glutatién peroxidasa (GPx), que es una enzima

clave del ciclo redox del glutation.
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Los niveles de glutation en la célula son muy altos, sin embargo, los niveles de la forma
oxidada GSSG son significativamente mas bajos. Asumiendo la glutation reductasa en
equilibrio y conociendo la relacion NADP/NADPH, la relacion GSH/GSSG deberia ser cercana al
valor de 10,000. A pesar del cuidado experimental, en el laboratorio se encuentran relaciones
entre 10 y 100, por lo que se puede suponer que la glutation reductasa no esta en equilibrio in
vivo (Vifia et al, 1978). Por tanto, un cambio de glutation reducido por oxidacién de un 5%
puede suponer un incremento de GSSG de mas del 100%. Esto implica que experimentalmente
se ha de utilizar un método de medida que conlleve una oxidacion del GSH minima para poder

medir con precision el GSSG (Asensi et al, 1994).

3. Papel en la regulacidn de la sintesis de proteinas. Cuando el GSH se oxida los procesos
de iniciacion y elongacion de la traduccion del ARN mensajero se inhiben (Ochoa, 1983).

Cuando el GSSG se reduce, la elongacion se reanuda.

4. Colabora en la detoxificacién de xenobidticos catalizada por la Glutation S-Transferasa

(Orrenius and Moldeus, 1984).

5. Contribuye a la captacién de aminoacidos en algunos tejidos, como la glandula

mamaria (Vifia et al, 1989a).
6. Constituye un reservorio de grandes cantidades de cisteina (Tateishi et al, 1974b).

7. Modula actividades enzimaticas, por glutationilacién o por regulacidon del estatus
redox (Pajares et al, 1992a; 1992b), y es coenzima de un sistema enzimatico cuya funcién es
poco conocida, el sistema de la glioxalasa. EIl GSH también mantiene la correcta estructura

tridimensional de muchas proteinas que en ocasiones estdn S-glutationiladas.
8. Juega un papel en la homeostasis del calcio (Bellomo et al, 1982).

9. Participa en la regulacién de la proliferacion celular (Terradez et al, 1993) y, se ha
relacionado asimismo con la resistencia de la célula a la muerte por apoptosis o por necrosis

(Higuchi, 2004).
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4. ESTRES OXIDATIVO EN EH CLINICA Y MINIMA

Se dispone de muy escasa informacion en cuanto al papel del estrés
oxidativo/nitrosativo en la patogénia de la EHM. La presente tesis estudia dicho papel en

pacientes con EHM.

Investigaciones recientes indican que el estrés oxidativo podria tener un papel
importante en la patogenia de la EH. Aunque los factores involucrados en la patogenia de la EH
(hiperamonemia, inflamacién) son capaces de generar radicales libres y disminuir la capacidad
antioxidante, la participacidon exacta de las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno

(ROS/RNS) en la EH crénica y los mecanismos implicados no se conocen.

4.1. ESTRES OXIDATIVO/NITROSATIVO EN MODELOS ANIMALES DE EH CRONICA

En estudios con ratas con EH crénica debida a anastomosis porta-cava (PCS) se ha visto
gue hay un aumento en en la expresion de iNOS en cerebro, lo que conduce a un aumento de
oxido nitrico (NO). Esta condicidn, propicia que el NO, reaccione con el O, (potenciado por
HA) dando lugar a peroxinitrito que entre otras funciones dafinas, nitraria residuos de Tyr. Se
ha descrito un aumento de nitracidn de tirosina de proteinas en cerebro de ratas PCS respecto

a las ratas control (Suarez et al, 2006).

Las ratas PCS también presentan en cerebro un aumento de la actividad NOS (Rao et al,

1995) y un aumento de expresion de iNOS y nNOS (Rao et al, 2002; Suarez et al, 2005, 2006).

Otros estudios en ratas PCS muestran un aumento en la nitraciéon de los residuos
tirosina en proteinas y en la oxidacién de ARN en cerebro, indicando la presencia de estrés
oxidativo. Las ratas PCS presentan ademds de hiperamonemia, aumento de ARNm de IL-6 y
alteraciones motoras. La administracion diaria de indometacina (que inhibe las ciclooxigenasas
y formaciéon de prostanoides) fue capaz de prevenir éstos efectos, excepto la hiperamonemia

(Briick et al, 2011).

En corteza y cerebelo de ratas con EH debida a ligadura biliar (BDL), aumentan los
niveles de nitritos, de malondialdehido (MDA, marcador de oxidacion de lipidos), y la actividad
superdxido dismutasa y, disminuyen los niveles de glutation reducido y las actividades
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutatién transferasa, enzimas implicadas

en la reduccidon del estrés oxidativo. La administracion de N-acetilcisteina (NAC), un
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antioxidante precursor del glutation, restaura los niveles de nitritos, MDA y GSH y la actividad
de éstas enzimas y, mejora las alteraciones motoras y cognitivas (Dhanda et al, 2012). Esto

sugiere que el estrés oxidativo contribuye a estas alteraciones neuroldgicas.

Bosoi et al. (2012), estudiaron el estrés oxidativo y las defensas antioxidantes en ratas
PCS (4 semanas) y BDL (6 semanas), midiendo radicales libres (H,0,) y defensas antioxidantes
en plasma y en cerebro. En las ratas PCS no encontraron un aumento de los pardmetros de
estrés oxidativo sistémico analizados, mientras que en las ratas BDL aumenta el H,0, en
plasma respecto a sus controles, y disminuyen las defensas antioxidantes como la actividad
catalasa, el GSH y el cociente GSH/GSSG y aumenta la actividad glutation reductasa. En corteza
cerebral, solo encontraron un aumento de la actividad glutation reductasa, tanto en PCS como

en BDL.

Por tanto, aunque escasos, algunos estudios sugieren la presencia de estrés oxidativo en

modelos de EHM en ratas.

4.2. ESTRES OXIDATIVO/NITROSATIVO EN PACIENTES CON EH CRONICA

Negru et al. (1999) encontraron valores elevados de radicales libres, y una capacidad

antioxidante disminuida en pacientes con EH por cirrosis hepatica por consumo de alcohol.

Gorg et al. (2010) estudiaron el estrés oxidativo/nitrosativo en muestras ‘post-mortem’
de corteza cerebral de pacientes con cirrosis sin y con EH. Encontraron un aumento de
marcadores de estrés oxidativo en el cortex cerebral de los pacientes con EH: un aumento en
la nitracidn de residuos Tyr de proteinas de entre 20-75kDa, aumento de oxidacién de RNA
(aumento de 8-hidroxiguanosina) en la corteza de los pacientes cirréticos con EH pero no en
los cirréticos sin EH. También observaron un aumento marcado de la expresién de Hsp27
(proteina marcadora de estrés oxidativo). En pacientes con EH no encontraron diferencias en
la superéxido dismutasa dependiente de cobre 6 zinc ni de nNOS, pero si una disminucion en
la actividad de la glutamina sintetasa (posiblemente debida a la nitracidon de tirosina). En
pacientes cirréticos sin EH, no vieron cambios significativos en ningln pardmetro. Estos datos
muestran la existencia de estrés oxidativo/nitrosativo que podria jugar un papel en la

patogénesis de la EH en pacientes cirréticos.

En un reciente estudio realizado en biopsias de cerebros de pacientes con cirrosis

hepatica con y sin EH se analizé la expresiéon de numerosos genes en corteza cerebral y se vié
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que los pacientes con EH muestran un patrén alterado en la expresidon de genes asociados al
estrés oxidativo respecto a los pacientes sin EH, con aumento de genes antioxidantes:
hemoxigenasa-1 (HO-1), selenoproteina-V, peroxiredoxina-4 y el receptor o activado del

peroxisoma proliferador (PPARa) pero no en genes prooxidantes (NOS) (Gorg et al, 2013).

Estos estudios se realizaron en pacientes con EH clinica. En los ultimos afios se ha puesto
de manifiesto el interés de obtener marcadores periféricos de la encefalopatia hepatica
minima (fase previa a la EH clinica, sin sintomatologia) para poder discernir los pacientes
cirréticos que la padecen y los que no. Se ha propuesto la 3-NT como un buen biomarcador

periférico (en suero) de la patologia (Montoliu et al, 2011).

Un estudio realizado por nuestro grupo en pacientes con cirrosis hepdtica para
identificar un biomarcador periférico que fuese capaz de diagnosticar la EHM, demostro que la
3-Nitrotirosina (3-NT) es un excelente biomarcador periférico de EHM, con una sensibilidad del
89%, una especificidad del 93% y un valor predictivo positivo y negativo del 91%. En este
estudio se encontraron niveles de 3-nitrotirosina (3-NT) libre muy aumentados en suero de
pacientes cirréticos con EH minima (EHM) comparados con los pacientes sin EHM. Estos
resultados indican presencia de estrés oxidativo/nitrosativo en pacientes con EHM, ya que la 3-
NT es un indicador de estrés oxidativo/nitrosativo por que se forma por reaccion de la tirosina
con peroxinitrito, que es muy reactivo y es capaz de nitrar residuos tirosina (libres o de
proteinas), dando lugar a 3-NT (Figura 13). El peroxinitrito se forma por reaccion del anion
superoéxido y el dxido nitrico. Por tanto, el aumento de 3-NT refleja un aumento de estrés

oxidativo y nitrosativo en pacientes con EHM (Montoliu et al, 2011).

9 O
ONOO _N*
oH I 0 OH
HO NHz HO NH;
tirosina nitrotirosina

Figura 13. Formacion de la nitrotirosina, por nitracion de un residuo tirosina por peroxinitrito
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En otro estudio realizado por nuestro grupo, se evalud la capacidad para conducir
vehiculos, utilizando un simulador de conduccién y una bateria de tests psicométricos en
pacientes con cirrosis hepatica con y sin EHM. Se comprobd que los pacientes con EHM
muestran enlentecimiento psicomotor, tiempos de reaccién mas largos y deterioro de Ia
coordinacion bimanual y visuomotora, disminucidn de la atencién y de la velocidad de
anticipaciéon. En estos pacientes hay un aumento de la 3-NT (marcador de estrés
oxidativo/nitrosativo) en suero que correlaciona con la mala conduccién de vehiculos, lo cual
sugiere que el estrés oxidativo/nitrosativo podria contribuir a las alteraciones cerebrales que
finalmente conducen al deterioro de la capacidad para conducir correctamente en pacientes

con EHM (Felipo et al, 2013).
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Il. Objetivos

Los pacientes cirréticos con Encefalopatia Hepatica Minima (EHM) presentan
alteraciones neurolégicas, tanto cognitivas como motoras. Las principales causas que
conducen estas alteraciones en EHM son la hiperamonemia y la inflamacién, que actuan

sinérgicamente.

Los niveles de 3-nitrotirosina (3-NT) en suero son mucho mayores en los pacientes con
EHM que en los pacientes sin EHM. La determinacién de 3-NT es un buen marcador para el
diagndstico de la EHM, con alta sensibilidad y especificidad. La 3-NT es un marcador de la
presencia de estrés oxidativo/nitrosativo. Estos datos sugieren que el estrés
oxidativo/nitrosativo contribuye al deterioro cognitivo y motor en EHM. Teniendo en cuenta

esta hipodtesis, los objetivos de esta tesis han sido:

1. Caracterizar diferentes alteraciones neuroldgicas mediante tests psicométricos que

evaluan funciones cognitivas y motoras especificas en pacientes con y sin EHM:

1.1. Alteraciones en la atencidn: selectiva, selectiva-sostenida, velocidad de
procesamiento mental, concentracién...
1.2. Alteraciones en la memoria de trabajo

1.3. Alteraciones en la coordinacién bimanual y visuoespacial

2. Determinar la capacidad predictiva de EHM de los tests psicométricos utilizados

3. Estudiar el estrés oxidativo/nitrosativo en pacientes cirrdticos sin y con EHM en

comparacion a los sujetos control

3.1. Evaluacién del dafio oxidativo/nitrosativo en las principales biomoléculas
(proteinas, lipidos y acidos nucleicos) en sangre
3.2. Estudio de los mecanismos antioxidantes en sangre
3.2.1. Actividad de las enzimas antioxidantes en eritrocitos y células
mononucleares
3.2.2. Mecanismo antioxidante no enzimatico: Glutation en sangre total
3.3. Anadlisis de las especies reactivas del oxigeno/nitrégeno (ROS/RNS) en
distintas poblaciones celulares de la serie blanca mediante citometria de flujo
3.3.1. Niveles basales de ROS/RNS

3.3.2. Niveles de ROS/RNS en respuesta a un aumento del estrés oxidativo
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4. Correlacionar las diferentes alteraciones neuroldgicas con los pardmetros medidos en
sangre indicadores de inflamacién, hiperamonemia y estrés oxidativo, para evaluar su

posible papel en el deterioro neuroldgico en EHM.
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lll. Material y Métodos

1. PACIENTES Y CONTROLES

En el presente estudio se seleccionaron 80 pacientes con cirrosis hepatica diagnosticada
por biopsia hepatica o por combinacién de criterios clinicos, analiticos y radiolégicos, y que
eran controlados en el Servicio de Digestivo del Hospital Clinico Universitario de Valencia y del
Hospital Arnau de Vilanova de Valencia. En el estudio también participaron 42 sujetos sanos,
como grupo control. Todos los individuos participaron en los estudio después de dar su
consentimiento informado. El proyecto fue aprobado por los Comités Eticos de ambos

hospitales, y se desarrollé de acuerdo con la Declaracién de Helsinki (1975).
Los criterios de exclusidn para los pacientes fueron:

- deterioro cognitivo resultante de otra patologia neuropsiquiatrica

- consumo de alcohol en los Ultimos 6 meses

- insuficiencia hepdtica avanzada (indice MELD > 25)

- encefalopatia hepatica clinica (escala de West-Haven > 1)

- hepatocarcinoma u otra patologia con una superviviencia estimada menor a 3 meses
- derivacion porto-sistémica intrahepatica transyugular o shunt porto-sistémico

quirargico 6 peritonitis bacteriana espontdnea

En el grupo de sujetos sanos se descartd cualquier enfermedad hepatica mediante

analisis clinico, serolégico y ecografico.
e Protocolo del estudio:

En primer lugar, se revisé la historia clinica de los pacientes vy, se analizaron y registraron

las siguientes variables:

- datos demograficos: edad, género y nivel de formacién

- etiologia de la cirrosis (alcohol, virus de la hepatitis C, etc)

- presencia de otras patologias (cancer, diabetes, EPOC, insuficiencia renal, hipertension

arterial, etc)

- descompensaciones: presencia de varices esofagicas, episodios anteriores de
encefalopatia hepatica, presencia de ascitis, hipertensidn portal.

- parametros séricos de laboratorio (enzimas indicadoras de la funcion hepatica,

bilirrubina, albimina, hemograma, marcadores tumorales...)

- calculo de los indices de funcion hepatica Child-Pugh y MELD (ver pagina 4)
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- tratamiento farmacoldgico del paciente

- hébitos dietéticos (restriccidn protéica, etc)

Se citd a los pacientes y los controles para que acudieran en ayunas, se les tomd una
muestra de sangre y realizaron, el mismo dia, la bateria de tests psicométricos descrita a

continuacion.

1.1. EXTRACCION DE LA SANGRE

Las muestras de plasma (5 ml) se extrajeron en tubos BD Vacutainer con EDTA como
agente anticoagulante. Dichas muestras se centrifugaron a 3000 x g, 10 minutos a temperatura

ambiente. Se recogi6 el sobrenadante y se conservd a -802C en alicuotas de 200 pl.

Las muestras de suero (5 ml) se extrajeron con tubos BD Vacutainer sin EDTA y se
centrifugaron a 3000 x g, 10 minutos a temperatura ambiente. Se recogid el sobrenandante y

se conservo a -802C en alicuotas de 200 pl.

Otra muestra de sangre (5 ml) se tomd en tubos BD Vacutainer con EDTA y no se
centrifugd, para la posterior obtencion células mononucleares, medicién instantanea del

amonio (como se describird mas adelante) y toma de una alicuota para medir el GSH.

Finalmente, obtuvimos otros dos tubos de sangre (2-2,5 ml) con citrato como agente
anticoagulante: uno para el aislamiento de eritrocitos y otro para el estudio pardmetros de

estrés oxidativo mediante citometria de flujo.

1.2. REALIZACION DE LOS TESTS PSICOMETRICOS

Los tests psicométricos se realizaron el mismo dia de la extraccién de la sangre, en una

habitacion tranquila y con la luz adecuada para favorecer la concentracion de los sujetos.
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2. DIAGNOSTICO DE ENCEFALOPATIA HEPATICA MiNIMA (EHM)

2.1. PHES

Para el diagndstico de la EHM se utilizé la bateria de tests psicométricos PHES
(Psycometric Hepatic Encephalopathy Score), considerada como ‘gold standard’ para el
diagndstico de la EHM (Weissenborn et al, 2001; Ferenci et al , 2002). Esta bateria esta

compuesta por cinco tests psicométricos (Figura 14):

1. Test de Digitos y Simbolos (DST): evalta la velocidad de procesamiento y la memoria
de trabajo. Consiste en una serie de nimeros (1-9) cada uno de los cuales lleva asociado un
simbolo diferente (Figura 14A). El sujeto debe escribir debajo de cada numero, el simbolo que
le corresponde, en un tiempo de 90 segundos. El test se puntla con el numero de aciertos

realizados en dicho tiempo.

2. Test de conexion numérica A (NCT-A): evalua la velocidad de procesamiento y la
atencion. Consiste en un conjunto de ndmeros (1-25) colocados de forma desordenada y el
sujeto los tiene que unir trazando lineas en orden ascendente (1-2-3...-25) (Figura 14B). Se

puntua con el tiempo, en segundos, que se tarda en realizar la tarea.

g B). : gl B~ = E)

Figura 14. Bateria de tests psicométricos PHES: DST (A), NCT-A (B), NCT-B (C), SD (D), LTT (E)

3. Test de conexion numérica B (NCT-B): evalla la velocidad de procesamiento y la
atenciéon. Consiste en un conjunto de numeros (1-13) y letras (A-L), colocados de forma
desordenada y el sujeto tiene que unir con lineas los nimeros y las letras de forma alterna por
orden ascendente (1-A-2-B-3...-L.-13) (Figura 14C). Se puntua con el tiempo (segundos) que se

tarda en realizar la tarea.
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4. Test de puntos seriados (SD): evalta la coordinacion visuoespacial. Consiste en un
conjunto de circulos en donde el sujeto tiene que marcar con el rotulador un punto en el

centro (Figura 14D). Se puntua con el tiempo (segundos) que se tarda en realizar la tarea.

5. Test de linea quebrada (LTT): evalua la coordinacion visuoespacial. Consiste en realizar
un recorrido con un rotulador entre dos lineas con tramos rectos y curvos, que el sujeto debe
evitar tocar y salirse de ellas (Figura 14E). Se puntta con el tiempo que se tarda en realizar la
tarea. Para su correccion se utiliza una plantilla con el tramo recorrido dividido en cuadros
para penalizar con segundos de mas el nimero de cuadros en los que el sujeto toca o se sale

del recorrido.

° Calculo del PHES:

Para el cdlculo numérico del PHES se utiliza una aplicacién informatica que calcula el
PHES utilizando los valores de referencia obtenidos para la poblacién espaiola por la Red
Espafiola de Encefalopatia Hepdtica (Romero-Gémez et al, 2006). La aplicacién se encuentra en

la pagina web http://www.redeh.org. Se introducen los siguientes parametros:

- edad del sujeto
- nivel de estudios (afios estudiados)
- puntuacion de cada subtest: nimero de aciertos en el DST y tiempo de realizacién de

la tarea en el resto de subtests.

Una vez introducidos estos datos, el programa mediante un ajuste con la edad y el nivel
de estudios, puntta cada subtest con un valor numérico (nimero entero) positivo o negativo
dependiendo de si el sujeto ha realizado la tarea mejor o peor de lo esperado respectivamente
y, suma todos los subtests, puntuando de manera global el PHES. Se considera que un

paciente tiene EHM cuando la puntuacidn global es -4 o menor.

2.2. FRECUENCIA CRITICA DE PARPADEO (FCP)

La frecuencia critica de parpadeo ha sido propuesta como método alternativo para el

diagnéstico de EHM en pacientes cirréticos (Kircheis et al, 2002).

Se determina la frecuencia de parpadeo maxima a la que el sujeto es capaz de

identificar visualmente el parpadeo de la luz.
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Se realiza en una habitacién tranquila y con poca luz utilizando el aparato Hepatonorm™
Analyzer (R&R Medi-Business Freiburg GmbH, Freiburg, Germany). Consiste en unas ‘gafas’ en
las que se muestra al sujeto un estimulo visual que consiste en un punto de luz rojo sobre un
fondo blanco a una distancia virtual de 12 metros (Figura 15). Este punto comienza a
parpadear a una frecuencia maxima de 60 Hz (parece una luz fija) que va disminuyendo con el
tiempo hasta que el sujeto indica que percibe el parpadeo mediante un control remoto que da
por finalizado el ensayo. Primero se realiza una prueba sin paro manual para que el sujeto
perciba la disminucién de la frecuencia de parpadeo sin interferencia, y luego se procede a
realizar 3 o 4 ensayos de prueba para que se familiarice con la prueba. Para la realizacion del
test se efectian 10 ensayos seguidos por sujeto apuntando los valores. El valor de FCP

corresponde al valor medio de los 10 ensayos, expresado en Hz.

B) Luz roja
parpadeante

- @

Aro blanco
alrededor

Figura 15. HepatoNorm: equipo y estimulo visual

3. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES COGNITIVAS EN PACIENTES CON EHM

3.1. TEST STROOP DE COLORES Y PALABRAS

e Fundamento:

El test de Stroop de Colores y Palabras (Stroop, 1935) es una prueba de velocidad
psicomotora y flexibilidad cognitiva que evalla el funcionamiento del sistema de atencion
anterior. Este test ha sido utilizado para el estudio de multiples patologias relacionadas con

procesos cognitivos, como la dislexia, esquizofrenia, lesiones cerebrales, etc (Golden, 2001).

Se ha utilizado este test en esta tesis porque existen estudios que indican que los
pacientes con EHM muestran déficits de atencién (Amodio et al, 2005; Felipo et al, 2012; Bajaj

et al, 2013).
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® Realizacion del test:

La prueba consta de tres hojas (Figura 16), en las cuales se muestran diferentes

estimulos:

- Enla primera hoja hay una matriz de 10 filas de cinco palabras cada una con nombres
de cuatro colores (AZUL, ROJO, AMARILLO, VERDE) impresos en tinta de color negro:
tarea congruente (Figura 16A).

- Enla segunda hoja hay una matriz de 10 filas de cinco circulos impresos en diferentes
colores (AZUL, ROJO, AMARILLO o VERDE): tarea neutra (Figura 16B).

- Enla tercera hoja hay una matriz de 10 filas de cinco palabras cada una con nombres
de los cuatro colores utilizados en las anteriores (AZUL, ROJO, AMARILLO, VERDE)
impresas en tinta de diferente color al correspondiente a la palabra escrita: tarea

incongruente (Figura 16C).

A)

Figura 16. Test de Stroop: tarea congruente (A), neutra (B) e incongruente (C)

El individuo dispone de 45 segundos para leer las palabras de la hoja 1, otros 45
segundos para nombrar los colores de la hoja 2 y otros 45 para nombrar el color de la tinta en
la que estdn escritas las palabras de la hoja 3. Si cuando acaba la matriz adn no ha finalizado el
tiempo, la vuelve a empezar hasta que se cumplan los 45 segundos, nombrando el nimero

maximo de items.

e Puntuacién:

En este test obtenemos tres puntuaciones directas principales: nimero de palabras (P),
numero de colores (C) y nimero de palabras-colores (PC). Los errores no se tienen en cuenta

pero producen una puntuacidn directa menor, ya que el sujeto es detenido para que repita el
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elemento. Una vez obtenidos los valores de P, Cy PC, se corrigen segun la edad del individuo

si ésta supera los 44 anos (Golden, 2001):

Parametro corregido | Adultos de 45-64 afios | Adultos de 65-80 afios
PALABRAS (P) P+8 P+14
COLORES (C) C+4 C+11
PAL-COL (PC) PC+5 PC +15

A partir de estos parametros corregidos (P, C, PC) se calcula un pardmetro denominado
Interferencia, que mide basicamente la capacidad del individuo para separar los estimulos de
nombrar colores y palabras, suprimiendo la respuesta de lectura y concentrandose en la tarea
de nombrar los colores. Para determinar la puntuacién de la interferencia pura se calcula la

diferencia entre PCy la PC estimada (PC’).

PC'=(CxP)/(C+P)

INTERFERENCIA = PC - PC’

Una vez tenemos la puntuacién directa (corregida) de P, C, PC y el valor de la
INTERFERENCIA, la interpolamos en una tabla normalizada para la poblacién espafiola (Golden,

2001) con los valores correspondientes a la puntuacion definitiva del test (puntuacién T).

3.2. TEST d2:

e Fundamento:

El test d2 proporciona una medida concisa de la atencidn selectiva/sostenida y de la
concentracién mental, ya que evalla la capacidad de atender selectivamente a ciertos
aspectos relevantes de la tarea mientras se ignoran los irrelevantes de una forma rapida y

precisa. Requiere una actividad de concentracidn en estimulos visuales.

En este test se reflejan tres componentes de la conducta atencional: velocidad o
cantidad de trabajo realizado en un determinado tiempo; calidad de dicho trabajo (precision) y

relacién entre velocidad y precision (Brickenkamp, 2009).
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Realizacion del test:

El test consiste en una hoja compuesta por 14 lineas con 47 caracteres cada una, las

cuales contienen como estimulo visual las letras ‘d’ y ‘p’ acompafiadas de una o dos pequenfias

rallitas en la parte superior de cada letra, en la inferior, 0 en ambas. El individuo tiene 20

segundos por linea para revisar atentamente, de izquierda a derecha, el contenido y marcar

solo las ‘d’ que contengan dos rallitas en total (las dos arriba, las dos debajo o una arriba y otra

debajo), siendo éstos los estimulos correctos o relevantes. Las demds combinaciones (‘p’ con o

sin rallitas y ‘d

’

con una, tres o cuatro rallitas) se consideran irrelevantes y no deben ser

marcadas (Figura 17).
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Figura 17. Test d2

Puntuacion:

Las puntuaciones que podemos obtener de este test son multiples:

Total de respuestas (TR): es el nimero de casilla al que corresponde la Ultima marca de
cada linea. La suma de la TR de las 14 lineas nos proporciona una medida de la
velocidad de procesamiento y cantidad de trabajo realizado

Total de aciertos (TA): es el nimero de elementos relevantes que han sido marcados.
La suma de la TA de las 14 lineas es una medida de la precisién del procesamiento.
ERRORES:

- Omisiones (0): niumero de errores por omisidn, es decir, elementos relevantes no
marcados hasta el Ultimo elemento marcado. Se suman las O de las 14 lineas.

- Comisiones (C): numero de errores por comision, es decir, elementos irrelevantes
marcados hasta el Ultimo elemento marcado. La suma de C de las 14 lineas nos

proporciona una medida de la precision del procesamiento y del control inhibitorio.
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- Efectividad total en la prueba (TOT): Se calcula como la diferencia de TR total y los
errores totales de las 14 lineas (TOT = TR — (0+C)).

- indice de concentracién (CON): Se calcula como la diferencia de total de aciertos y
errores por comision (CON = TA — C) de las 14 lineas. Este parametro es una medida de

concentracion.

Una vez obtenidos todos los parametros descritos, consultamos en los baremos (segun
el grupo de edad del sujeto) para anotar la puntuacidn centil (indica el tanto por ciento de
sujetos de la poblacién normativa a que dicho sujeto es superior en el test) que corresponde a

cada variable.

3.3. TEST ORAL DE CLAVES:

Esta prueba mide la velocidad de procesamiento y atencidn selectiva y activa el area

fronto-parietal del cerebro.

La tarea es muy similar al subtest de ‘Simbolos y Digitos’ de la bateria PHES, pero en este
caso, se le muestran al sujeto simbolos asociados a numeros y éste tiene que, verbalmente,
relacionar en 90 segundos todos los simbolos posibles con sus niumeros correspondientes

(Figura 18A).

La puntuacion de la prueba es el nimero de aciertos que el sujeto realiza.

A) e {TErEDED B) irsedieineclil Roer] s Q) —— e foressens D)
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Figura 18. Tests orales: Claves (A), Digitos Directo (B), Digitos Inverso (C), Letras y Niimeros (D)
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3.4. TEST ORAL DE DIiGITOS:

Esta tarea es un subtest de la bateria Wais y, esta compuesta por dos subtests:

3.4.1. DIGITOS DIRECTO: Mide la atencidn selectiva y activa la zona fronto-parietal
del cerebro. La prueba consiste en bloques de dos series de numeros, empezando primero por
series cortas que se van alargando conforme pasamos de bloque (Figura 18B). La tarea se
realiza leyéndole al sujeto los numeros de la serie, los cuales tiene que repetir seguidamente
(p.e 3-7-2 seria 3-7-2). Cuando el sujeto acierta la serie se le puntda con un ‘1’, y cuando la
falla con un ‘0’, de manera que la prueba acaba cuando la puntuacién de todas las series del

mismo bloque es igual a ‘0’. La puntuacidn del test es la suma de series que se ha acertado.

3.4.2. DIGITOS INVERSO: Mide la memoria de trabajo y activa la zona frontal del
cerebro. La prueba es similar a la de ‘Digitos Directo’, pero en este caso el sujeto tiene que
memorizar la serie de numeros que se le lee y repetirlos ordenadamente de manera inversa

(p.e. 1-5-8-4 seria 4-8-5-1) (Figura 18C). Se corrige de la misma manera que la anterior.

Obtenemos una puntuacion global del test de Digitos sumando las dos puntuaciones.

3.5. TEST ORAL DE LETRAS Y NUMEROS:

Este test mide la memoria de trabajo, teniendo mas carga de memoria de trabajo que el
de Digitos, ya que es mas complicado. Se basa en bloques de tres series que contienen letras y
numeros mezclados, y que van aumentando el nimero de elementos conforme avanza la
prueba. Leemos al sujeto la serie y éste debe ordenar los elementos de manera que primero
diga los numeros ordenados de forma ascendiente y a continuacién las letras ordenadas
alfabéticamente (p.e W-3-1-J seria 1-3-J-W) (Figura 18D). La correccion se realiza igual que en

‘Digitos’ (3.4) y la prueba no acaba hasta que no se fallen las tres series de un mismo bloque.
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4. ESTUDIO DE ALTERACIONES EN LA COORDINACION MOTORA EN PACIENTES CON
EHM

Para el estudio de alteraciones en la coordinacién motora, se escogieron dos tests de facil

realizacion y corta duracion.

4.1. TEST DE COORDINACION BIMANUAL:

Este test consiste en un tablero perforado con dos matrices de 4 filas con 10 agujeros
cada una (Figura 19A). La prueba consiste en pasar unas clavijas metdlicas de una matriz a la
otra del tablero. Las clavijas se han de pasar con ambas manos simultanea y simétricamente, por
filas, de fuera hacia dentro. Esta tarea se realiza 2 veces en cada direccidon y se puntda con el
tiempo que se tarda en pasar las clavijas de una matriz a otra. Se suman las centésimas de
minuto de los cuatro intentos y mediante una tabla estandarizada para el test se le da un valor
de percentil al tiempo de realizacion, segun el sexo del individuo, puesto que la tipificacién del

test mostrd que las mujeres necesitan mas tiempo para realizar la tarea.

Figura 19. Test de coordinacion Bimanual (A) y Visuomotora (B)

4.2. TESTS DE COORDINACION VISUOMOTORA:

Este test consiste en un tablero con una matriz de 6 filas y 6 columnas de perforaciones
rectangulares, con diferente orientacidn, en las cuales se tienen que encajar unas piezas
metalicas utilizando solo la mano dominante (Figura 19B). Se realiza por filas, de izquierda a
derecha y todas las piezas caben en cualquier agujero, siempre que se coloquen en la
orientacién correcta. La prueba se realiza dos veces y, se puntia segun el tiempo que se tarda
en colocar todas las piezas. Se suma el tiempo en centésimas de minuto de los dos intentos y
mediante una tabla estandarizada para el test se le da un valor de percentil al tiempo de

realizacion, segun el sexo del individuo, por el mismo motivo que el test anterior.
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5. DETERMINACION DE AMONIO EN SANGRE

La medicion del amonio en sangre se realizé con el aparato Ammonia Checker Il (o
PocketChem BA; Arkray Factory, Inc) que utiliza como reactivo un kit (Ammonia Test Kit II;
Arkray Factory, Inc) que mide los niveles de amonio en la sangre basandose en el método de la
micro-difusién. Este método tiene como ventaja respecto a otros, una medicién simple, rapida
y exacta, requiriendo un volumen pequeno de muestra (20 pl de sangre entera). La rapidez de
este ensayo es muy importante ya que la concentraciéon de amonio en la muestra aumenta

conforme aumenta el tiempo transcurrido desde la extraccion de la muestra.

El kit de reactivo consiste en unas tiras que contienen una capa receptora de muestra
compuesta de acido borico (42,6 mg) e hidroxido sddico (18,7 mg) y una capa indicadora

compuesta de verde de bromocresol (4,0 mg).
e Fundamento:

Cuando se aplica la muestra a la capa receptora de la tira, el agente amortiguador de pH
impregnado en ésta (tampdn borato) se disuelve volviendo alcalina la muestra. Los iones
amonio (NH4") de la muestra pasan por el pH alcalino a amonio gas (NHs) que pasa a través de
los poros del distanciador al indicador (verde de bromocresol) produciendo color. El grado de
coloracién es proporcional a la concentracion de amonio gas producido, por lo que el aparato

determina cuantitativamente el nivel de amonio en la muestra midiendo el color de la tira.
e Protocolo:

Aplicamos 20 ul de sangre entera recién extraida cuidadosamente en el centro de la
capa receptora de la tira, sin tocarla con la punta. Después de 180 segundos, quitamos el
distanciador de la tira y la colocamos en la unidad dptica del dispositivo de medida, con la
mancha de color de la capa indicadora mirando hacia abajo. El nivel de amonio aparece en la
pantalla en pumol/L. El rango de deteccién de éste método es de 7-286 pmol/L. Los niveles

esperados en adultos sanos son menores de 54 pmol/L.
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6. AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES

Las células mononucleares obtenidas son mayoritariamente la mezcla de monocitos y

linfocitos.

e Fundamento:

Las células mononucleares se aislan por centrifugacion en un gradiente de densidad en
el reactivo Lympho separacién medium (MP Biomedicals, LLC, USA). Los eritrocitos quedan en
el fondo del tubo, separadas por el reactivo de aislamiento de un halo formado por las células

mononucleares. El plasma queda en la parte superior del tubo.

e Reactivos:

- Tampodn fosfato salino: PBS (NaCl 123 mM, KCl 2,68 mM, Na;HPO4 6,4 mM, KH,PO4
1,47 mM a pH 7, filtrado en campana)

- Lympho separation medium

e Protocolo:

Para el aislamiento de las células mononucleares, se mezclaron los 5 ml de sangre
(recogida en tubos heparinizados con EDTA) extraidos para este procedimiento, con la sangre
sobrante del tubo extraido para la obtencidn del plasma después de ser retirado éste. Con este

volumen de partida, se realizo el siguiente protocolo:

1. Diluir la sangre en PBS en una proporcion 1:1

2. Depositar la sangre diluida sobre Lympho separation medium en tubos corning de 15
ml con 1 volumen de Lympho separation por 1 volumen de sangre

3. Centrifugar a 800 x g, 18 minutos a 16-182C

4. Recoger la fase blanquecina (halo) y el plasma y pasarlos a un tubo corning de 50 mly
rellenar hasta 45-50 ml con PBS para lavar el exceso de Lympho separation medium
gue pudiese quedar

5. Centrifugar a 1000 x g, 10 minutos a temperatura ambiente

6. Retirar el sobrenadante y desechar

7. Resuspender el pellet en 6 ml de PBS, y pasarlo a un tubo corning de 15 ml para
lavarlo

8. Centrifugar a 1000 x g, 5 minutos a temperatura ambiente
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9. Retirar el sobrenadante y desechar

e si el pellet queda rojo, significa que contiene eritrocitos, por lo que afiadimos
un paso de lisado: afiadir 1 ml de Ortho-immune Lysing Reagent® (Ortho
Diagnostic Systems, Raritan, USA), dejar actuar 30-60 segundos y centrifugar a
1000 x g, 5 minutos a temperatura ambiente (desechar el sobrenandante)

10. Resuspender el pellet en 3 ml de PBS

11. Alicuotar los 3 ml en tubos eppendorf en alicuotas de 200 ul de PBS conteniendo las

células mononucleares
12. Centrifugar a 1500 x g, 5 minutos a 4¢C
13. Eliminar el PBS y guardar el pellet seco a -802C

Plasma diluido

Sangre total

Células mononucleares

Lympho separation
medium

Lympho separation
medium

Figura 20. Extraccion de células mononucleares (antes (A) y después (B) de centrifugar)

7. AISLAMIENTO DE ERITROCITOS

e Fundamento:

El aislamiento de eritrocitos se realiz6 mediante un método basado en columnas de
celulosa que retienen los linfocitos y las plaquetas y, dejan pasar la sangre, plasma y eritrocitos

(90%) (Kaminsky et al, 2010).
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8. DETERMINACION DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

8.1 DETERMINACION DE INTERLEUCINA-18 (IL-18) EN SUERO

Los niveles de interleucina-18 en suero se midieron mediante un kit ELISA (Bender
MedSystems, Austria) cuyo limite de deteccidén es de 9 pg/ml. Se utilizan 50 pl de suero sin

diluir para la realizacién del ensayo.

El ensayo se realizé segun el protocolo proporcionado por el fabricante. El kit consta de
una placa tapizada con el anticuerpo frente a la IL-18 humana a la que se anaden 50 ul de
muestra (suero) y 50 pl de diluyente de muestra. La curva patrén abarca un rango de
concentraciones de 0-5000 pg/ml. Posteriormente se afiade el anticuerpo secundario
conjugado con biotina a todos los pocillos y se incuba en agitacién, 2 h a temperatura
ambiente. Una vez finalizada la incubacion, se lava y se adiciona estreptavidina marcada con
peroxidasa de rdbano (HRP) y se vuelve a incubar en agitacion, 1 h a temperatura ambiente.
Finalmente, se afiade el reactivo revelador TMB (tetrametil-bencidina). La reaccién se detiene
por adicion de reactivo ‘Stop solution’ (acido) y leemos la absorbancia a 450 nm en un lector

de placas.

8.2. DETERMINACION DE INTERLEUCINA-6 (IL-6) EN SUERO

La medida de IL-6 en suero también se realizé mediante un kit ELISA (Thermo Scientific,
USA) cuyo limite de deteccidon es de 1 pg/ml. La cantidad de suero utilizado para el ensayo es

de 50 pl (sin diluir).

El ensayo se realizd siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante del kit. El
experimento comienza con la adicién del anticuerpo biotinilado a todos los pocillos, seguido de
la adicion de 50 pl de la curva patrén (0-400 pg/ml) y de muestra a los pocillos
correspondientes y se incuba 2 h a temperatura ambiente . Una vez incubada, se afiade una
solucién de estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano (HRP) y se incuba de nuevo 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, afiadimos la solucion de revelado (TMB)
incubamos. Finalmente se detiene la reaccién por adicién de la solucién ‘Stop’ (acido) y leemos

la absorbancia a 450 nm en un lector de placas.

La concentracion de IL-18 e IL-6 se calcula a partir de su curva estandar correspondiente.
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9. DETERMINACION DE NITRATOS Y NITRITOS

El 6xido nitrico (NO) es muy inestable y reacciona rapidamente con el O, en solucién
para formar otros éxidos de nitrégeno: didxido de nitrégeno (NO,), anhidrido nitroso (N,O,),
tetradxido de nitrégeno (N,0,) y, sus productos estables, nitratos (NO3) y nitritos (NO,). La
determinacidn de nitratos y nitritos en plasma es un método utilizado habitualmente como

medida de produccidn del radical NO.

e Fundamento:

El ensayo se basa en la deteccién colorimétrica de nitrito con el reactivo de Griess, antes
y después de la conversidn de nitrato a nitrito mediante la enzima nitrato reductasa de
Aspergillus. El nitrito reacciona con 4cido sulfanilico y con naftilamina en medio &cido,
formando un compuesto diazoico (p-sulfobenceno-azoalfanaftil-amina) de color rosa, cuya

intensidad se mide espectrofotométricamente a una longitud de onda de 540 nm.

La nitrato reductasa requiere FAD y NADPH para su actividad. El exceso de NADPH, que
interfiere con la coloracion posterior, se elimina mediante la enzima lactato deshidrogenasa

(LDH) que lo utiliza para la conversion de piruvato en lactato.

e Reactivos:

- Nitrato de sodio 1 mM y Nitrito de sodio 1 mM

- Tampon fosfato potasico 0,5 M, pH 7,5 (K;HPO4 0,5 M y KH,PO4 0,5 M)

- Nitrato Reductasa 10 U/ml

- NADPH 1 mM

-FAD 0,1 mM

- LDH 0,2 mg/ml

- Piruvato sddico 0,2 M

- Sulfato de zinc 300 g/I

- Reactivo de Griess: sulfonilamida 2g/I (en acido fosférico 50 g/l) + N-naftiletilamina

0,2 g/l (1:1)

e Protocolo:

La medida de nitratos y nitritos se realiza mediante el método de Moshage et al (1995)

adaptado a placa de 96 pocillos:
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Preparamos en tubos eppendorf 100 pl de curva estandar (0-1,5 uM) y de muestras.
Afiadimos 100 pl de mezcla de reaccion (Nitrato Reductasa 10 U/ml, FAD 0,1 mM, NADPH
1 mM y Tampodn fosfato 0,5 M) y dejamos incubar 20 minutos a 372C. Afiadimos 16 pl de una
mezcla de LDH 0,2 mg/ml y Piruvato sédico 0,2 M e incubamos 5 minutos a 372C. Entonces
afiadimos 12 pl de Sulfato de zinc 300 g/l (desproteiniza la muestra), dejamos en hielo, 5

minutos y centrifugamos a 20000 x g, 10 minutos a 4°C.

Cargamos en una placa Costar de 96 pocillos, 100 pl del sobrenadante obtenido después
de precipitar las proteinas y afiadimos 100 ul de Reactivo de Griess, dejando incubar 15

minutos a temperatura ambiente, y leemos la absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro.

La concentracidn de nitratos y nitritos se calcula a partir de la curva estandar.

10. DETERMINACION DE GUANOSIN MONOFOSFATO CiCLICO (GMPc)
e Fundamento:

El GMPc se midié utilizando un kit de enzimainmunoensayo (Amersham Biotrak de GE

Healthcare). Se emplearon 50 pl de las muestras de plasma.
e Protocolo:

El fabricante nos proporciona varios protocolos, segin la muestra utilizada. En nuestro
caso, seguimos el protocolo de acetilacion que consiste en acetilar las muestras y las
soluciones estandar (2-512 fmol) con una mezcla de un volumen de anhidrido acético y dos de
trietanolamina. Una vez acetiladas las muestras y la curva patrén las cargamos en la placa
tapizada con un anticuerpo especifico que reconoce el anticuerpo frente a GMPc. A
continuacién, afnadimos el anticuerpo frente a GMPc y después de 2 h de incubacidn a 4°C,
afiadimos un conjugado de GMPc marcado con peroxidasa, el cual competird con el GMPc por
los sitios de union del GMPc en el anticuerpo. Tras una nueva incubaciéon de 1 h a 4°C,
lavamos, y ponemos la solucion sustrato (TMB) dejandola actuar unos 30 minutos a
temperatura ambiente hasta que la curva estandar desarrolle color y, entonces detenemos la

reaccién con acido sulfurico 1 My leemos la absorbancia a 450 nm.

La concentracion de GMPc se calcula a partir de la curva estandar. Los resultados se

expresan en pg/ml.
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11. DETERMINACION DE 3-NITROTIROSINA LIBRE (3-NT) POR HPLC

La medida de la concentracién de 3-NT libre en suero se realizé mediante cromatografia

liqguida de alta presion (HPLC) con detector fotodiode.
e Soluciones:

- Solucién Metanol:Cloroformo (1:2)
- 3-Nitro-L-tirosina 100 uM y 1 pM (Sigma Aldrich)
- Tirosina 100 uM (Sigma Aldrich)

e Preparacion de las muestras: (a 42C)

1. Mezclar el mismo volumen de suero y de una solucion Metanol:Cloroformo (1:2).

2. Homogenizar con vortex y preservar en hielo (42C).

3. Centrifugar a 12000 x g durante 10 min a 4 °C.

4. Recoger la fase superior en un vial limpio.

5. Dejar evaporar el cloroformo a temperatura ambiente

6. Traspasar 50-70 ul (volumen de inyeccién) de cada muestra a tubos con tampén de

polipropileno para HPLC (Waters).
e Condiciones cromatograficas:

- Columna Resolve™ €18, 5um, 90A, 3,9x150mm (WAT085711, Waters).

- Fase movil: KH,PO, 50 mM (pH 3,0) + Metanol (9:1). Filtrada y sonicada

- Flujo de 1 mL/min. (0,5 mL/min por cada bomba), a flujo isocratico a 15 °C, durante al
menos 15 min.

- Detector Fotodiode

- Longitud de onda: 280 nm deteccidén tirosina y 366 nm deteccidn nitrotirosina

- Volumen de inyeccién: 50-70 pL.

- Tiempo de adquisicion 15 minutos, ya que el tiempo de retencién oscila entre 3,5-5

minutos.
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12. ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

12.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS:

Se midi6 la actividad de algunas de las principales enzimas antioxidantes en eritrocitos y
en células mononucleares (monocitos y linfocitos). Para ello, se aisl6 cada una de las
poblaciones celulares como se explica en los apartados 6 y 7, y se procedid a la lisis celular en

el momento de realizar la medida de la actividad, como se detalla a continuacién.

12.1.1. LISIS DE ERITROCITOS

Para las determinaciones en eritrocitos, los lisamos con un Tampodn de Lisis, preparado
con agua bidestilada a 49C, saponina 0,2% y trietanolamina (TEA) 50 mM. El protocolo consiste
en afadir a los eritrocitos tampdn de lisis en una proporcién 1:3, de manera que la dilucidn

final es 1:18, ya que estaban diluidos 1:6 con PBS-Glucosa.

1. Mezclar 100 pl de agua bidestilada (42C), 30 ul de saponinay 70 pl de trietanolamina

2. Aiadir 100 pl de eritrocitos y mezclar con vértex. Mantener en hielo.

12.1.2. LISIS DE CELULAS MONONUCLEARES

Para medir las actividades Glutatién Peroxidasa (GPx), Glutation Reductasa (GR) y
Glutation S-Transferasa (GST) en las células mononucleares, éstas se lisaron con el mismo
tampdn que los eritrocitos, afadiendo 150 pl de tampdn por pellet celular. El pellet se
resuspendid mediante vortex y se sénico en hielo mediante 2 pulsos de 10 segundos al 30% de
potencia del sonicador. Por ultimo, se centrifugd a 14000 x g, 15 minutos a 42C para precipitar
los restos celulares. El sobrenadante obtenido se utilizé para realizar las medidas de actividad

enzimatica y determinar la concentracion de proteina.

En el caso de la actividad Catalasa (CAT) y Superdxido Dismutasa (SOD) se prepard el
pellet de manera diferente porque se midieron mediante kits comerciales (Cayman Chemical
Company, USA) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. El pellet celular
fue resuspendido en 150 pl de tampon fosfato 50 mM con EDTA 1 mM (pH 7). Se sonicé en

hielo mediante 2 pulsos de 10 segundos al 30% de potencia del sonicador y se centrifugé:

-a 10000 x g, 15 minutos a 49C (para actividad CAT)
-a 1500 x g, 5 minutos a 42C (para actividad SOD)
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Recogemos el sobrenadante, con el cual se realizard el ensayo correspondiente y se

medird la concentracién de proteina.

12.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Se determind la actividad de las enzimas antioxidantes mds importantes: Catalasa,

Superéxido Dismutasa y Glutatién Peroxidasa, Glutation Reductasa y Glutation S-Transferasa.

Las actividades de dichas enzimas se midieron por métodos espectrofotométricos,
mediante la monitorizacidn de la formacién de productos o consumo de sustratos implicados

en las reacciones que catalizan estas enzimas.

12.2.1. ACTIVIDAD CATALASA

e Fundamento:

La enzima Catalasa (CAT) cataliza la conversion del perdxido de hidrégeno a agua y

oxigeno.

12.2.1.1. ACTIVIDAD CATALASA EN ERITROCITOS

La actividad catalasa en eritrocitos se determind seglin el método descrito por Aebi
(1984) que monitoriza el descenso en la concentracion de peréxido de hidrégeno, midiendo la

disminucidn de absorbancia a 240 nm. Se expresa en seg™/g Hb.

e Reactivos:

- Tampdn Catalasa (CAT) : KH,PO4 50 mM y NayHPO4-2H,0 50 mM (pH 7). Se guarda a
temperatura ambiente

- Perodxido de hidrégeno (H,0,) concentrado. Se mide la concentracidn exacta del stock
antes de usarlo, por su inestabilidad. Esto se hace mezclando en una cubeta de cuarzo

2 ml de tampodn catalasay 5 pl del stock de H,0, (dilucién 1:401) y leemos la
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absorbancia a 240 nm. Sabiendo que el coeficiente de extincion molar de H,0; es

0,0394 L/mmol/cm, calculamos la concentracién del stock.

e Protocolo:

1. Afadir al tampdn CAT el volumen necesario de H,0, para que la concentracion del
perdxido sea 30 mM y la absorbancia a 240 nm del tampdn sea 1,2: Blanco de reaccion (Ay).

2. Mezclar en la cubeta de cuarzo 2 ml de Tampdn CAT y 5 ul de eritrocitos lisados

3. Leer a 240 nm, durante 30 segundos a intervalos de 5 segundos a temperatura

ambiente.
e Calculo de la actividad CAT en eritrocitos:

Calculamos el incremento de absorbancia en los 30 segundos (Asp= Ay — Awg). Aplicamos
la siguiente formula: Ay/( Ay - As) v la constante de velocidad de la reaccidn y referimos la

actividad a la concentracion de hemoglobina en la muestra: Actividad CAT (seg'l/g Hb).

Este método no fue lo suficientemente sensible para medir la actividad CAT en células

mononucleares, por lo que se utilizdé un kit comercial.

12.2.1.2. ACTIVIDAD CATALASA EN CELULAS MONONUCLEARES
e Fundamento:

La actividad catalasa en células mononucleares se determiné utilizando un kit comercial
(Cayman Chemical Company, USA), que aprovecha la actividad peroxidasa de la enzima,
utilizando metanol como dador de electrones, para determinar su actividad. El ensayo se basa
en la reaccion de la catalasa con metanol en presencia de la concentracién éptima de H,0,,
produciendo formaldehido que es medido con el cromdégeno Purpald (4-amino-3-hidrazino-5-
mercapto-1,2,4-triazol). El Purpald forma un intermedio de reaccion cuya oxidacién por el
oxigeno del aire o catalizada con peryodato potasico (KIO4) da lugar a un compuesto de color

violeta cuya absorbancia se mide a 540 nm.
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e Protocolo:

El ensayo se realizd siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante del kit. La
cantidad de muestra utilizada fue 20 pl del sobrenadante obtenido como se ha explicado en el
apartado 12.1.2. Se construyé una curva patréon de formaldehido (0-75 mM) y se cargaron las
muestras. Se anadieron 30 pul de metanol a todos los pocillos. La reaccién empezé con la
adicién de 20 ul de H,0,. Se incubd la placa 20 minutos a temperatura ambiente y se detuvo la
reaccion con 30 pl de hidréxido potéasico (KOH). Entonces afiadimos 30 pl de Purpald y, 10

minutos después, 10 pl de KIO4, Después de 5 minutos, leemos la absorbancia a 540 nm.

e Calculo de la actividad catalasa en células mononucleares:

Se representa la curva patrén de formaldehido y se interpolan las absorbancias de las
muestras, obteniendo la concentraciéon (uM) de formaldehido. Este valor se corrige por el
volumen de muestra utilizado y el volumen total del ensayo (UM x 0,17/0,02). La actividad CAT
se calcula teniendo en cuenta que 1 unidad de enzima es capaz de formar 1 nmol de

formaldehido por minuto a 252C. La férmula utilizada es:

Actividad CAT = (uM formaldehido/20min) x factor dilucidon

Este valor de actividad debe corregirse por la cantidad de proteina de cada muestray, se

expresa en nmol/min/mg proteina.

12.2.2. ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA

La superdxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacién del anién superdxido a oxigeno

molecular y peréxido de hidrégeno (especie menos reactiva).

20, + 2H* _SOD_,  H,0, + O,

Existen tres isoformas: SOD citosélica (Cu/Zn-SOD), mitocondrial (Mn-SOD) vy la
extracelular. En nuestros ensayos medimos la actividad SOD intracelular total, es decir la suma

de la citosdlica y mitocondrial.
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12.2.2.1. ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA EN ERITROCITOS
e Fundamento:

La actividad SOD en eritrocitos se determiné de acuerdo con el método de Beauchampy
Fridovich (1971) utilizando azul de nitrotetrazolio (NBT). El ensayo se basa en la capacidad de
la enzima para inhibir la reduccién del NBT por los radicales superdxido. Una unidad de la
actividad del SOD es equivalente a una disminucion del 50% en la tasa de reduccion del NBT,
traducida en una disminucidn de la absorbancia a 560 nm. La reaccién ocurre a temperatura

ambiente.
e Reactivos:

- Tampdn SOD: Na,CO3; 50 mM y EGTA-K” (pH 10,2). Se prepara en el momento de usar
- Catalasa 0,5 U/ml (disuelta en agua bidestilada)

- Xantina 10 mM

- Xantina Oxidasa (X0) 1,67 U/ml

-NBT 1,25 mM

e Protocolo:

Mezclar en una cubeta de plastico 2 ml de Tampdn SOD, 10 ul de catalasa, 100 pl de NBT
y 100 pl de xantina. Mezclamos por inversidn y afiadimos un volumen de xantina oxidasa
(6-10 ul) que proporcione un incremento en la densidad 6ptica (ADO) de 0,1 unidades de
absorbancia (UA) por minuto, durante 3 minutos a 560 nm. En este punto medimos el ADO del
Blanco (ADO del NBT/min). Para medir la actividad de las muestras, afiadimos seguidamente
de la XO, 30 ul de lisado de eritrocitos. Mezclamos y medimos la cinética de reaccién durante 3
minutos. El ADO debe de ser aproximadamente 0,05 UA/min (disminucién en la tasa de

reduccion del NBT).
e Calculo de la actividad SOD en eritrocitos:

Se calcula el porcentaje de inhibicidn de la reduccidn del NBT por la SOD segun la

siguiente formula:

% inhibicién = [(ADO/min del NBT - el ADO/min de la muestra)/ ADO/min del NBT] x 100
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Teniendo en cuenta que una unidad de enzima SOD se corresponde con una inhibicion
de la reducciéon del NBT del 50%, se calcula la actividad SOD, expresada en U/min. Finalmente
referimos las U/min a la concentracion de hemoglobina de la muestra, expresando la actividad

como U/min/g Hb.

Este método no fue lo suficientemente sensible para medir la actividad SOD en células

mononucleares, por lo que se utilizé un kit comercial.

12.2.2.2. ACTIVIDAD SOD EN CELULAS MONONUCLEARES

La actividad SOD en células mononucleares se determind utilizando un kit comercial

(Cayman Chemical Company, USA). Se basa en el mismo principio que la medida en eritrocitos.

e Protocolo:

El ensayo se realizd siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante del kit. La
cantidad de muestra utilizada fue 10 ul del sobrenadante obtenido como se ha explicado en el
apartado 12.1.2. Se prepard una curva patron de SOD (0-0,25 U/ml) y se afadié a la placa el
mismo volumen de muestra (10 ul). Ahadimos a todos los pocillos 200 pl del reactivo de
deteccion (mezcla que contiene NBT, Tris-HCI, un acido e hipoxantina). La reaccidn se inicia con
la adicion de 20 ul de xantina oxidasa y se incubd la placa durante 20 minutos a temperatura

ambiente, para posteriormente medir la absorbancia a 450 nm.

e Calculo de actividad SOD en mononucleares:

Se divide la absorbancia de cada estandar entre la del blanco para linearizar la curva
patrdn. Interpolamos las absorbancias de las muestras (divididas por la del blanco) en la recta.
Este valor se corrige por el volumen de muestra utilizado y el volumen total del ensayo (U/ml x
0,23/0,01), por la concentracion de proteina en la muestra (U/ml/mg prot). Si se diluye la

muestra se tendra en cuenta el factor de dilucion.
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12.2.3. ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

La Glutatiéon Peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion de H,0, & perdxidos organicos
(ROOH) a agua o su correspondiente alcohol estable (ROH), respectivamente utilizando

glutation reducido (GSH) como agente reductor, que se oxida a GSSG.
e Fundamento:

La actividad GPx se determind siguiendo el protocolo descrito por Lawrence y Burck
(1976) mediante un ensayo indirecto de la actividad de ésta enzima, acoplando la reacciéon de
reduccion del GSSG a GSH por la glutatién reductasa (GR) que utiliza como sustrato NADPH. El
ensayo se basa en la monitorizacién de la disminucién en la absorbancia a 340 nm debida al

consumo de NADPH que se oxida a NADP".

GPx
ROOH + 2 GSH > GSSG + ROH +H,0
GR
<
NADP* NADPH

e Reactivos:

- Tampdén GPx: tampdn catalasa (KH,PO4 50 mM y Nay;HPO4:2H,0 50 mM) con azida
sédica (KN3) 1 mM, GSH 5 mM y GR 0,4 U/ml. Ajustar a pH 7
- NADPH 15 mM

- HzOz 15 mM

e Protocolo:

El ensayo es el mismo tanto en eritrocitos como en células mononucleares, variando el
volumen de muestra en la reaccidn. Las muestras se preparon como se indica en el apartado

12.1.

Mezclamos en una cubeta de cuarzo 1 ml de tampdn GPx, 15 pl de NADPH y medimos la
absorbancia a 340 nm durante 3 minutos, siendo éste el blanco de la reaccion. La reaccidn

empieza con la adicidon a la mezcla anterior de 12,5 ul de H,0; y el volumen de muestra
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correspondiente: 5 ul en eritrocitos y, 10-20 pl en células mononucleares. Mezclamos y

medimos en las mismas condiciones.
e (Calculo de la actividad GPx en eritrocitos y mononucleares:

La actividad GPx se calcula como la diferencia entre el ADO/min de la muestra y el
ADO/min del blanco y, multiplicando este valor por el coeficiente de extincién molar del
NADPH (€340 = 6,22 mM™. cm™). Si corregimos por el volumen total de reacciéon obtenemos la
actividad en nmol/min. Por Gltimo, referiremos la actividad a la concentracién de hemoglobina
en el caso de los eritrocitos (umol/min/g Hb) y a la de proteina en el caso de las células

mononucleares (nmol/min/mg prot).

12.2.4. ACTIVIDAD GLUTATION REDUCTASA (GR)

La glutation reductasa (GR) cataliza la reduccién de GSSG a su forma reducida y activa
(GSH). El glutatién oxidado es reducido por una reaccion de multiples pasos en la que la GR es
inicialmente reducida por NADPH formando una semiquinona de FAD, un radical sulfuro y un
grupo tiol. La GR reducida (GR red) reacciona con una molécula de GSSG, resultando un
intercambio disulfuro que produce una molécula de GSH y el complejo GR red-SG. Un electréon
del complejo GSR red-SG cambia de sitio en un segundo intercambio disulfuro, de manera que

se recupera la segunda molécula de GSH y se restaura la forma oxidada de la GR.
e Fundamento:

El principio del ensayo se basa en la oxidacién de NADPH a NADP" catalizada por una
concentracion limitante de GR, monitorizando la disminucion de la absorbancia a 340 nm. La

reaccioén se produce a 302C.

GR

NADPH NADP*
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e Reactivos:

- Tampon GR: KH,PO4 50 mM, EDTA-Na* 0,5 mM, GSSG 2,2 mM (pH 7,2). Calentar a 302C

- NADPH 15 mM
e Protocolo:

El ensayo se basa en el método descrito por Goldberg (1984) y consiste en mezclar en
una cubeta de cuarzo 1 ml de tampdn GR (a 302C) y 10 pl de NADPH v, leer la absorbancia a
340 nm durante 3min, siendo éste el blanco de la reaccién. Para medir la actividad GR en las
muestras se afiade a la mezcla anterior el volumen correspondiente de muestra (80 ul de
lisado de eritrocitos o 70 pl del lisado de células mononucleares) y se lee la absorbancia a 340

nm durante 3 minutos.

El calculo de la actividad GR es el mismo que en la actividad GPx (ver 12.2.4)

12.2.5. ACTIVIDAD GLUTATION S-TRANSFERASA (GST)

La Glutatién S-Transfersasa (GST) estd implicada en el metabolismo de los xenobidticos y
proteccion frente al dafio causado por perdxidos, mediante la conjugacion de éstos con GSH
por ataque nucleofilico, aumentando la solubilidad de estos productos y facilitando su

excrecion por parte de la célula.
e Fundamento:

La actividad GST se determind segin el método descrito por Habig y Jacoby (1981) cuyo
fundamento se basa en la formacidon de un complejo tioéter glutatién dinitrobenceno (GS-
DNB) por reaccion del GSH con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) lo que produce un aumento

de absorbancia a 340 nm. La reaccién tiene lugar a 379C.

GS
NO, NO,
GST
+ GSH S—> + HCI
NO,

Cl

NO,
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e Reactivos:

- Tampdn GST: NayPO4-H,0 100 mM, GSH 1 mM, EDTA-Na 100 mM (pH 6,5)
- Tampodn de lisis de las muestras (saponina 0,2%, TEA 50 mM y agua a 49C)

- CDNB 40 mM disuelto en Etanol 96%
e Protocolo:

Para hacer el blanco de la reaccién, se mezclaron en una cubeta de cuarzo 875 ul de
Tampdn GST, 25 ul de CDNB y 100 ul de Tampdn de lisis y, se midié la absorbancia a 340 nm,
durante 3 minutos a 372C. Para medir la actividad de la muestra se sustituye el volumen de
Tampon de lisis por 50 pl de muestra + 50 pl del tampdn (tanto en eritrocitos como en células
mononucleares), midiendo la absorbancia a 340 nm en las mismas condiciones que para el

blanco.
e (Calculo de la actividad GST en eritrocitos y células mononucleares:

Restamos el ADO/min del blanco al de las muestras y este valor lo dividimos por el
coeficiente de extincién molar del complejo GSH-CDNB (€340 = 9,6 mM™.cm™). El valor de
actividad obtenido lo referimos al volumen de reaccion utilizado y a la concentracion de
hemoglobina (en eritrocitos) o de proteina (en mononucleares), expresando la actividad en

umol/min.g Hb o umol/min.g prot respectivamente.

13. MEDIDA DE HEMOGLOBINA EN ERITROCITOS
e Fundamento:

El método utilizado para la determinacién de la hemoglobina (Hb) es el de
cianometahemoglobina, cuyo principio consiste en diluir sangre total en reactivo de Drabkin,
que es una solucién que contiene ferricianuro de potasio (KsFe(CN)g), y cianuro de potasio

(KCN). La cianometahemoglobina es un producto coloreado muy estable.
e Protocolo:

Construir una curva patrén a partir de hemoglobina bovina (0-180 mg/ml) (Sigma

Aldrich). Mezclar en tubos eppendorf opacos 1250 ul de reactivo Drabkin y 5 pl de los

92



lll. Material y Métodos

estandares 6 de las muestras (eritrocitos lisados). Incubar 15 minutos a temperatura

ambiente, cargar 200 ul en una placa Costar y leer la absorbancia a 540 nm.
e (Calculo de la concentracién de hemoglobina:

Representamos la curva patrén e interpolamos las absorbancias de las muestras en ésta,
obteniendo asi la concentracidon de hemoglobina en la muestra. Este valor se multiplicara por

el factor de dilucion de la muestra (1:18).

14. MEDIDA DE PROTEINA EN CELULAS MONONUCLEARES

La concentracién de proteina se determind mediante el método colorimétrico del acido

bicincénico (BCA).
e Fundamento:

s . .. ;. . p . . 1+ .
El 4cido bicincénico (BCA) forma un complejo purpura intenso con iones Cu™" en medio
. . . . .. . . s . 2+
alcalino. El método monitoriza el idn cuproso producido por reaccidn de las proteinas con Cu
en medio alcalino (reaccidon de Biuret) permitiendo la cuantificacién de proteinas de forma

sencilla, rdpida, muy sensible, y con gran tolerancia a compuestos que afectan a otros
métodos.
. 2+ OH 1+
Proteina + Cu —>» Cu

Ccu'*+BCA ——» complejo pirpura BCA- Cu'*
° Reactivos:

- Reactivo A (Sigma Aldrich): BCA 1%, Na,CO3 2%, tartrato sédico 0,16%, NaOH 0,4% y
NaHCO3 0,95% (pH 11,25)

- Reactivo B (Sigma Aldrich): CuSO4 al 4%

- Reactivo de trabajo: mezclar 100 volumenes de A con 2 volimenes de B.

- Albumina sérica bovina ‘BSA’( Sigma Aldrich)
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e Protocolo:

Construimos una curva estandar con BSA de 0-30 pg/ul y le afiadimos 2,5 ul del tampdn
utilizado para la lisis de células mononucleares (ver apartado 12.1.2), ajustando con agua
bidestilada a 20 pl en una placa Costar de 96 pocillos. Afiadimos a los pocillos de muestra 2,5
ul del lisado de células y 17,5 ul de agua bidestilada. Una vez cargada toda la placa, afiadimos a
todos los pocillos 200 ul del Reactivo de trabajo, dejando incubar 30 min a 372C. Leemos la

absorbancia a 560 nm.

La concentracién de proteina se calcula a partir de la curva estandar.

15. DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS: GLUTATION

La determinacion de los niveles de glutation se realizd en sangre total mediante el kit
DetectX® Glutathione (Arbor Assays, USA). Este kit nos proporciona una medida cuantitativa
de los niveles de glutatién reducido (GSH) y oxidado (GGSG) presentes en diferentes tipos de
muestras. Este kit es capaz de detectar el glutation libre y el oxidado en el mismo pocillo de la
placa, sin necesidad de separacién ni lavados. El GSH total es la suma del GSSG mas el GSH
libre. Las concentraciones de GSH libre y GSH total se calculan por inclusién de una curva

patrén de concentraciones conocidas.

e Fundamento:

El ensayo se basa en la deteccidn del GSH reducido de la muestra mediante la adicién de
la enzima Glutation Reductasa (GR) y NADPH como sustrato de la enzima. La GR es la
encargada de devolver a la forma reducida (GSH) al glutation desde su forma oxidada (GSSG)
mediante un ciclo redox, oxidando el NADPH a NADP®. La deteccién del glutation se hace

mediante la medida de la fluorescencia emitida al reaccionar con el fluorocromo Thiostar®.

El kit proporciona un protocolo alternativo para cuando los niveles de GSH libre y
glutatidn total son similares. En este caso se bloquea el GSH libre tratando una alicuota de la
muestra con 2-vinilpiridina (2VP), de manera que en esta alicuota de la muestra todo el GSH
detectado provendra de la reduccién del GSSG. Nosotros, utilizamos este procedimiento para
todas las muestras, por lo que tenemos que analizar la misma muestra con 2VP (para la

medida del GSSG) y sin 2VP (para la medida del GSH libre).
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e Preparacion de la muestra:

La muestra utilizada para el ensayo fue sangre total, recogida en el momento de la
extraccién de los tubos Vaccutainer utilizados para el plasma antes de ser centrifugados. Esta
sangre se trata con acido sulfosalicilico (SSA) al 5% en una proporcién 1:1. Se incuba 10
minutos a 42C y se centrifuga a 10000 x g, 10 minutos a 42C. Recogemos el sobrenadante, el
cual tiene una concentracion de SSA al 2,5% y hacemos varias alicuotas, para tratar una de

ellas con 2VP.

- Tratamiento con 2VP: la 2VP se prepara mezclando 27 ul de 2VP con 98 pl de etanol.
Afadimos 5 pl de esta solucion etandlica de 2VP a 250 ul de la alicuota de sobrenadante
obtenido anteriormente, mezclamos con vértex y se incuba durante 1 h, a temperatura

ambiente, en campana de extraccién.

Guardar ambas alicuotas a -809C hasta que realicemos el ensayo.

Se diluye el sobrenadante 1:2,5 con Assay Buffer, siendo la concentracion del SSA del
1%. Posteriormente, se realiza una segunda dilucién con Sample Diluent que, en el caso de

sangre entera es 1:20, siendo la diluciéon total de la muestra 1:100.

e Protocolo:

Afadimos la curva patrén y las muestras (con y sin 2VP) y el reactivo ThioStar, dejandolo
incubar 15 minutos. Leemos la fluorescencia a una longitud de onda de emisién de 510 nm y
una longitud de onda de excitacion de 390 nm. En este punto determinamos el GSH libre (en
las muestras sin 2VP). Posteriormente afiadimos la mezcla de reaccién (Glutation Reductasa y
NADPH), y después de incubar otros 15 minutos leemos la fluorescencia en las mismas
condiciones que anteriormente. En este punto se determina la concentracion de GSH

provinente del GSSG (en las muestras con 2VP).

e Calculos:

- GSH LIBRE (uM): representamos la curva patron proporcionada en la primera lectura
de fluorescencia e interpolamos la fluorescencia de las muestras sin tratar con 2VP,
obteniendo la concentracién de GSH libre en la muestra. Multiplicamos por el factor de

dilucion (100).
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- GSSG (uM): representamos la curva patrén proporcionada en la segunda lectura de
fluorescencia e interpolamos la fluorescencia de las muestras tratadas con 2VP, obteniendo la
concentraciéon de GSH provinente de la reduccién del GSSG en la muestra. Cdmo son
necesarias dos moléculas de GSH para sintetizar el GSSG, dividimos el valor obtenido de Ila
interpolacion entre 2, y obtenemos la concentracion de GSSG en la muestra. Multiplicamos por

el factor de dilucién (100).

- Ratio GSSG/GSH (%): dividimos la concentracién de GSSG entre la de GSH libre de la
muestra correspondiente (sin 2VP). Multiplicamos este valor para expresarlo en forma de

porcentaje.

16. MARCADORES DE DANO OXIDATIVO/NITROSATIVO EN LAS BIOMOLECULAS
16.1. DETERMINACION DE LA CARBONILACION DE PROTEINAS
e Fundamento:

Las proteinas carboniladas se forman por diversos mecanismos oxidativos y son
indicadores sensibles de dafio oxidativo. La cuantificacién de proteinas carboniladas en
muestras bioldgicas puede ser determinada por derivatizacion con DNP (dinitrofenilhidrazina)
y determinacién colorimétrica o mediante anticuerpos. El método ELISA (Biocell Corporation

LTD) permite la medida cuantitativa de carbonilacidon desde pg de proteinas (Buss et al, 1997).
e Protocolo:

Las muestras que contienen proteinas reaccionan con el DNP derivatizandose. Las
proteinas se adsorben inespecificamente a la placa ELISA dejandolas incubar a 42C toda la
noche. El DNP no conjugado y los constituyentes no proteicos se lavan. Las proteinas
adsorbidas se incuban con un anticuerpo anti-DNP-biotina y completa el complejo la
estreptavidina unida a peroxidasa de rabano (HRP). Se afiade el reactivo cromdforo que
contiene perdxido y que cataliza la oxidacién de TMB. La reaccién se detiene por adicién de

una solucién acida proporcionada en el kit y se mide la absorbancia a 450 nm.
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e (Calculo de la concentracién de proteinas carboniladas:

Las absorbancias de las muestras son interpoladas en la curva estdndar de proteinas
oxidadas (0-0,95 nmol/mg), con cantidades crecientes de acido hipocloroso (que oxida

proteinas) y calibrada colorimétricamente. El resultado se expresa en nmol/ml.

16.2. DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO (MDA) POR HPLC

Para el estudio de la oxidacion de lipidos (peroxidacidon lipidica) se midié el
Malondialdehido (MDA) en plasma mediante de cromatografia liquida de alta presién (HPLC)
(Oltra et al, 2001).

e Soluciones:

- Tampodn 1: acetato sddico 2 M (AcONa) a pH 3,5 + acido tiobarbiturico 0,2 % (TBA)
- Tampodn 2: KH,PO, 50 mM (pH 6,8)
- Tampodn 3: KH,PO, 50 mM (pH 3,5)
- Patrones de MDA: 0,63-5 nmol/ml

e Preparacién de las muestras:

1. Afadir 200 pl de Tampodn 1 a 50 pl de muestra/patrones. Incubar 60 minutos a 95°C y
guardarlas en hielo.

2. Afadir 200 pl de Tampdn 2 a cada muestra/patrdn, agitar y centrifugar 5 minutos a
3000 x g a 4°C.

3. Recoger 200 pul del sobrenadante y afiadir 200 pl de tampdn 3 y centrifugar 5 minutos
a 3000 x g a 4°C.

4. Recoger 200-300 pl del sobrenadante de las muestras/patrones y colocarlos en un vial

para realizar el analisis por HPLC.
e Condiciones cromatograficas:

- Fase movil:
- Columna C-18 Spherisorb de 12 cm de longitud y 5 um de diametro.
- Flujo 1 ml/min

- Deteccion mediante detector UV-visible a 532 nm.
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16.3. DETERMINACION DE 8-HIDROXIDEOXIGUANOSINA (8-OHdG)
e Fundamento:

El dafio causado por el estrés oxidativo sobre el ADN se evalia midiendo la formacion de
8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG). Utilizando un kit ELISA comercial (OxiSelect™; Cell Biolabs,

INC), cuya sensibilidad es de 100 pg/ml a 20 ng/ml.
e Protocolo:

Las muestras utilizadas en el ensayo fueron sueros diluidos 1:20 con el diluyente

proporcionado con el kit. La cantidad de muestra utilizada fueron 50 ul de suero diluido.

El ensayo comienza con el tapizado de la placa con un conjugado de 8-OHdG/BSA,
dejandola incubar a 42C toda la noche. Se lava la placa y anadimos un tampdn de bloqueo
dejando que actue durante 1 h a temperatura ambiente, y después de lavar la placa, afiadimos
las muestras y la curva estandar (0-20 ng/ml), incubando 10 minutos a temperatura ambiente
en agitacion. Seguidamente afiadimos el anticuerpo frente a 8-OHdG e incubamos 1 h en las
mismas condiciones que anteriormente. Lavamos, afiadimos el anticuerpo secundario
conjugado con estreptavidina-HRP e incubamos de nuevo 1 h a temperatura ambiente.
Después de esta incubacion afiadimos la solucidn sustrato (TMB) e incubamos entre 2-30
minutos hasta que la curva y las muestras adquieran color. Entonces paramos la reaccién con

el reactivo ‘Stop’ (acido) y leemos la absorbancia a 450 nm.

La concentraciéon 8-OHdG en las muestras problema se calculé a partir de la curva

estandar.
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17. ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO/NITROSATIVO MEDIANTE CITOMETRIA DE
FLUJO

e Fundamento:

La citometria de flujo es un proceso mediante el cual células aisladas u otras particulas
bioldgicas pasan, de una en una en el interior de una corriente liquida, a través de un sensor, el

cual mide sus caracteristicas fisicas o quimicas” (Shapiro, 1988).

La medida de la cantidad de un determinado componente celular o pardmetro bioldgico,
se realiza a través de la excitaciéon de fluorocromos naturales o incorporados a la célula,
especificos para el pardmetro a valorar, que se acumulan selectivamente en compartimentos
celulares o que modifican sus propiedades a través de reacciones bioquimicas especificas.
Permite seleccionar electronicamente (analisis acotado) la poblacién de interés sin necesidad

de separacioén fisica de las células.

En un histograma tipico de una muestra de leucocitos en un citémetro convencional, los
neutrdéfilos se diferencian claramente por su morfologia (granularidad), mientras que para las

otras subpoblaciones leucocitarias, se utilizan anticuerpos especificos.
X Los anticuerpos utilizados fueron:

- CD45: marca todos los leucocitos

- CD14: marca especificamente los monocitos

- €D3: marca especificamente los linfocitos T maduros (CD8" y CD8)

- CD8: marca los linfocitos CD8". Al enfrentar en el histograma CD3 (eje Y) frente a CD8 (eje

X), podemos diferenciar los linfocitos CD8" de los CD8".

Para el estudio del estrés oxidativo en las células, se analiza el estado redox celular basal
y tras la adicién de compuestos inductores de ROS/RNS. Los radicales libres que se analizaron

en este estudio fueron:

- Superdxido celular y superéxido mitocondrial
- Perodxidos organicos y peroxinitritos

- Tioles reducidos

- Oxido nitrico

- También se analizd el potencial de membrana mitocondrial
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X Para ello se emplearon los siguientes fluorocromos:

- Hidroetidina (HE): detecta niveles de superodxido celular
- MitoSox (MTX): detecta superéxido mitocondrial

- Dihidrorodamina (DHR): detecta peroxinitritos

- Diclorofluoresceina (DCF): detecta perdxidos en general
- 5-clorometilfluoresceina (CMF): detecta tioles reducidos
- Diaminofluoresceina (DAF): detecta éxido nitrico

- TMRM: mide el potencial de membrana mitocondrial.

R/

< Los inductores de radicales libres utilizados fueron:

- Plumbagina (Pb): es un productor de anién superdxido
- FCCP (Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone): es un inhibidor reversible
de la fosforilacion oxidativa. Despolariza el potencial de la membrana mitocondrial.

- NOR-1 (FK409): donante de NO (Aiba et al, 2001)

e Protocolo:

1. Marcaje de la sangre con la mezcla de los anticuerpos (30 pl de la mezcla por 300 pl

de sangre entera):

MEZCLA DE ANTICUERPQOS
Anticuerpo (Ac) | Volumen de (Ac)
CD8 100 pL
cD3 100 pL
CD14 50 pL
CD45 50 pL

2. Incubar 20 minutos a TA
3. Resuspender en 6 ml de PBS
4. Dispensar 500 pL por tubo.
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5. Tratar la sangre con los inductores de estrés:

CONDICIONES DEL TRATAMIENTO
Inductor Concentracion Incubacién
final
Plumbagina 10 pg/mL 30 mina 37°C
FCCP 25 uM 30 mina37eC
NOR 250 uM 30 mina37eC

diferentes longitudes de onda)

6. Tincion con los fluorocromos: (algunos se utilizan conjuntamente porque emiten a

CONDICIONES DEL TRATAMIENTO
FLUOROCROMO Concentracidn Incubacion
final
DHR 0,1 pg/mL 30 min a 37°C
HE 0,5 pg/mL 30 min a 37°C
CMF 0,05 uM 30 mina 37°C
TMRM 12 uM 30 mina37eC
DCF 5 pug/mL 30 min a 37°C
MITOSOX 1,25 uM 30 mina372C
DAF 2 uM 30 mina37eC

7. Se pasa la muestra por el citdbmetro

8. Se cuantifica la fluorescencia con el software del citdmetro

18. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresan como media + SEM (error estandar de las medias) del
numero de sujetos indicados en cada caso. Se realiza un andlisis ANOVA de una via seguido de
test de Tukey o comparaciones utilizando el test de Student segin el caso. Los analisis

estadisticos se realizaron con los programas estadisticos Graphpad Prism 6 y SPSS 9.0.
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IV. Resultados

1. Estudio de alteraciones neurologicas en pacientes con encefalopatia

hepatica minima (EHM)
1.1. Diagnostico de la EHM en pacientes cirroticos

Para identificar los pacientes cirrdticos que presentaban EHM se utilizd la bateria de
cinco tests psicométricos PHES (Psychometric Hepatic Encephalopathy Score). Para obtener
una puntuacion global del PHES se introduce la puntuacién de cada test, la edad y nivel de
estudios del sujeto en una aplicacion informatica disponible en www.redeh.org, que
proporciona una puntuacion global del PHES. Se consideran pacientes con EHM los que
obtienen una puntuacién menor o igual a -4. Los pacientes con EHM presentan una puntuacion
significativamente menor en el PHES (-6,71 + 0,40) que los pacientes sin EHM (-0,46 + 0,16;
p<0,001) y que los controles (0,10 + 0,16; p<0,001). No hay diferencias entre los pacientes sin
EHM vy los controles (Figura 21).

En base a los resultados obtenidos en la bateria PHES, clasificamos los pacientes
cirréticos en dos grupos: sin EHM (PHES > -4) y con EHM (PHES < -4). A lo largo de la tesis
vamos a presentar los resultados de estos pacientes y los de los controles sanos sin

enfermedad hepadtica.
Psychometric Hepatic Encephalopathy Score
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Figura 21. Puntuacion global en la bateria de tests psicométricos PHES para el diagndstico de EHM. Los
valores son la media = SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34, sin EHM n=46, EHM n=34).
Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (***p<0.001).

Hemos incluido en el estudio 80 pacientes y 34 controles. El 42% de los pacientes
cirréticos (34 de los 80 pacientes cirréticos) presentan EHM. Algunas caracteristicas clinicas de

los controles y pacientes incluidos en el estudio se muestran en la Tabla 6.
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En cada uno de los tests de la bateria PHES, obtuvieron peores resultados los pacientes
con EHM que los cirrdticos sin EHM vy los controles. También observamos que en el test de
‘Simbolos y Digitos’ los pacientes cirréticos sin EHM realizan un menor nimero de items que

los controles (p<0,05) (Tabla 5).

Tabla 5. Puntuacion desglosada de cada uno de los tests de la bateria PHES

GRUPO/TEST CONTROL SIN EHM EHM
SiMBOLOS Y DIGITOS 0,16 + 0,08 -0,17 + 0.06* -0,71 £ 0,11%**
CONEXION NUMERICA A 0,05 + 0,05 0,11 £0,06 -1,09 + 0,19%**
CONEXION NUMERICA B 0,11 + 0,07 -0,11 £ 0,07 -1,81 +£0,22%**
PUNTOS SERIADOS 0,00 + 0,00 -0,13 £ 0,05 -0,94 £0,18***
LINEA QUEBRADA -0,10 £ 0,07 -0,15 + 0,09 2,21 £0,16%** ©

Los valores son la media + SEM de 34 controles, 46 pacientes sin EHM y 34 con EHM. Los valores
significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos: *p<0,05; ***p<0,001. Los

valores significativamente diferentes entre pacientes con EHM y sin EHM se indican como cpS0,00l.

Tabla 6. Caracteristicas de los controles y pacientes incluidos en el estudio

CARACTERISTICAS

CONTROL SIN EHM EHM
Total individuos 34 46 34
Hombres 15 41 22
Mujeres 19 5 12
Edad 55+11 58+ 10 63+11
Etiologia
ALCOHOL 33 18
VHB/VHC/VHB+VHC - 1/9/1 3/9/0
ALCOHOL + VHB/VHC 1/1 0/3
CRIPTOGENICA 0 1
Child Pugh (A/B/C) - 33/13/0 21/11/2
MELD - 8,9+0,7 10+1
Ascitis - 7 10

Los valores del MELD son la media + el SEM. (VHB, virus de la hepatitis B; VHC, virus de la hepatitis C;

MELD, Model for End Stage Liver Disease)
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También se determind la frecuencia critica de parpadeo (FCP) con el Hepatonorm®, que
mide la frecuencia (Hz) a la que el sujeto detecta el cambio de continua a parpadeante de una
luz de frecuencia decreciente. La frecuencia critica de parpadeo en los pacientes con EHM fue
menor (38,9 + 0,7) que en los pacientes cirrdticos (41,3 + 0,5; p<0,01) y en los controles (43,2

+0,7; p<0,01), lo que indica una mayor dificultad para apreciar dicho parpadeo.

Frecuencia critica de parpadeo
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Figura 22. Los pacientes con EHM tienen disminuida la Frecuencia Critica de Parpadeo (Hz). Los valores
son la media = SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34, sin EHM n=46, EHM n=34). Los
valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (**p<0,01).
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1.2. Alteraciones en coordinacion motora en EHM: Coordinacion Bimanual y

Visuomotora

Se analizé la coordinacién motora en pacientes y sujetos control utilizando los Tests de

coordinacion Bimanual y de coordinacién Visuomotora.

En el test de coordinacién Bimanual los pacientes con EHM necesitaron mds tiempo,
expresado en centésimas de minuto, para completar la tarea (265 % 8) que los cirrdticos sin
EHM (196 + 4; p<0,001) y los controles (167  4; p<0,001). Los paciente sin EHM también

necesitan mas tiempo que los controles (p<0,05) para completar la tarea (Figura 23A).

Utilizando las tablas normalizadas para cada sexo, asignamos cada individuo a un
percentil de la poblacion (indica el tanto por ciento de sujetos de la poblacién al que dicho
sujeto es superior en el test. El percentil 50 es la media de la poblacién normal). Los pacientes
con EHM estdn en percentiles mucho menores (2,3 + 0,5) que el grupo de cirréticos sin EHM
(31 £ 5; p<0,001) y el grupo control (69 + 7; p<0,001). A su vez, los pacientes sin EHM también
estan en percentiles menores que los controles (p<0,001) como se muestra en la Tabla 7 y la

Figura 23B.

En el test de coordinacién Visuomotora los pacientes con EHM necesitaron mas tiempo,
expresado en centésimas de minuto, para completar la tarea (336 * 9) que los cirrdticos sin
EHM (250 + 6; p<0,001) y los controles (204 + 9; p<0,001). Los pacientes sin EHM también

necesitan mads tiempo para realizar la tarea que los controles (p<0,01) (Figura 23C).

Utilizando las tablas normalizadas para cada sexo, asignamos cada individuo a un
percentil de la poblacidn. Los pacientes con EHM estan en percentiles mucho menores (7,2 +
2,0) que los cirroticos sin EHM (41 + 5; p<0,001) y los controles (83 + 8; p<0,001). Los pacientes
sin EHM también estan en percentiles menores que los controles (p<0,001) como se muestra

en la Tabla 7 y la Figura 23D.
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Tabla 7. Los pacientes con EHM tienen disminuida la coordinacion Bimanual y la Visuomotora

GRUPO DE COORD. BIMANUAL
SUJETOS Tiempo Centil
(centésimas de min)
CONTROL 167 t4 69t7
SIN EHM 196 + 4* 31+ G¥**
EHM 265 + 8*** © 2,3+0,5%%% ¢

COORD. VISUOMOTORA

Tiempo Centil

(centésimas de min)

204+9 83+8
250 + 6** 41 + 5***
336 + 9***C 7,2 +2,0%%% €

Los valores son la media + SEM de 34 controles, 46 pacientes sin EHM y 34 con EHM en los tests de
coordinacién Bimanual y Visuomotora. Los valores significativamente diferentes de los controles se indican
con arteriscos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Los valores significativamente diferentes entre pacientes

con EHM y sin EHM se indican como cpS0,00l.

A) B)

Coordinacion Bimanual

g 300+ Sk K%Kk
£
€
*
< 2004
(72}
©
E
(7]
‘@ 1001
[
Q
(@]
0 T T
CONTROL SIN EHM EHM
Q) D)
Coordinacion Visuomotora
400
° T
5
£ 300-
= *%
[}
el
»n 2004
©
E
(7]
2 1001
()]
(O]
O T T
CONTROL SIN EHM EHM

Centil

Centil

Coordinacion Bimanual

100
801
—
601
40+ *%%* Tokk
201
*%k%
0 T T —_
CONTROL SIN EHM EHM
Coordinacion Visuomotora
100
—_
804
604
*%x% kk
40-
204
*%x%
0 : : I |
CONTROL SIN EHM EHM

Figura 23. Los pacientes cirrdticos con EHM tienen disminuida la coordinacién Bimanual (A, B) y Visuomotora
(C, D). Los valores son la media * SEM del nimero de sujetos estudiados: 34 controles, 46 cirréticos sin EHM
y 34 con EHM. Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001).
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1.3. Estudio de alteraciones cognitivas en pacientes con EHM
1.3.1. Atenciodn selectiva: Test de STROOP

En este test se evalud la atencidn selectiva de los pacientes y sujetos control. En las tres
partes de las que se compone el test, pudimos observar una menor capacidad de los pacientes
cirroticos con EHM para la realizacién de la tarea respecto a los cirréticos sin EHM y a los

sujetos sanos.

En la tarea congruente, los pacientes con EHM realizaron peor la tarea, leyendo menos
palabras (83 + 3) que los pacientes sin EHM (105 + 3; p<0,001) y que los controles (117 + 5;
p<0,001), no habiendo diferencias significativas entre pacientes sin EHM y controles (Figura
24A). En la tarea neutra el resultado fue similar, siendo los pacientes con EHM los que menos
numero de colores leyeron (60 + 2) comparado con los pacientes sin EHM (77 + 2; p<0,001) y
los controles (82 + 3; p<0,001). Entre controles y pacientes sin EHM no hubo diferencias

(Figura 24B).

Finalmente, en la tarea incongruente se evalud la capacidad de inhibir la respuesta
inmediata del cerebro de leer la palabra. Los pacientes con EHM realizan peor la tarea, leyendo
un menor numero de items (31 % 2) que los pacientes sin EHM (41% 2; p<0,001) y los controles
(48 + 2; p<0,001). No hubo diferencias significativas entre los controles y los pacientes sin EHM

(Figura 24C).

En los pacientes cirréticos sin EHM se aprecia una tendencia a presentar un ligero déficit
de atencidn en las tres tareas evaluadas en el test, aunque las diferencias no son significativas

en comparacién con los controles (Figura 24).
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Figura 24. Los pacientes con EHM presentan un déficit de atencién selectiva evaluada mediante la
realizacion del test Stroop en las tareas de lectura de palabras (A), de nombrar colores (B) y en la inhibicion
de la respuesta involuntaria (C). Los valores son la media £+ SEM del nimero de sujetos estudiados
(controles n=34, sin EHM n=46, EHM n=34). Los valores significativamente diferentes entre grupos se
indican con asteriscos (*p<0,05; ***p<0,001).

1.3.2. Atencidn selectiva/sostenida y concentracion: Test d2

El test d2 evalia la atencién selectiva y sostenida y el grado de concentracidn y

flexibilidad mental de un sujeto.

En todos los parametros analizados el resultado fue similar: una peor ejecucién de la
tarea por los pacientes con EHM que por los sin EHM, que a su vez la realizaron peor que los
controles. Esto se ve reflejado en el hecho de que los pacientes con EHM se encuentran en
percentiles menores que los pacientes sin EHM y éstos a su vez, en percentiles menores que

los controles (Figura 25).

En el total de respuestas (TR) los pacientes con EHM marcan menos items por lo que se

encuentran en percentiles muy inferiores (25 * 2) que los pacientes sin EHM (50 + 3; p<0,001)
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y que los controles (66 + 4; p<0,001). Los pacientes sin EHM también se encuentran en

percentiles menores que los controles (p<0,01) (Figura 25A).

Los pacientes con EHM realizan un menor nimero de aciertos (TA), por lo que se
encuentran en percentiles menores (25 + 3) que los pacientes sin EHM (55 + 3; p<0,001) y los
controles (68 + 4; p<0,001). Los pacientes sin EHM también se diferencian significativamente

de los controles (p<0,05) (Figura 25B).

En cuanto a la efectividad de la tarea (TOT) los pacientes con EHM son los menos
efectivos, encontrandose en percentiles inferiores (25 + 2) que los pacientes sin EHM (52 + 3;
p<0,001) y los controles (68 + 4; p<0,001). Los pacientes sin EHM también se diferencian

significativamente de los controles (p<0,01) (Figura 25C).

Los pacientes con EHM muestran un déficit de concentracion como refleja la
disminucién del parametro CON, por lo que se encuentran en percentiles menores (26 + 3) que
los pacientes sin EHM (56 * 3; p<0,001) y los controles (68 + 4; p<0,001). Los pacientes sin EHM

también presentan menor concentracion que los controles (p<0,05) (Figura 25D).

Los pacientes con EHM realizan un mayor nimero de errores que los pacientes sin EHM
y los controles, encontrandose en percentiles inferiores. En los errores por omisidon no se
encontraron diferencias significativas (EHM: 44 + 6; sin EHM: 59 * 4; controles: 56 + 3) (Figura
25E). Sin embargo si se observaron diferencias en los errores por comisién, encontrandose los
pacientes con EHM en un percentil inferior (37 £ 5) que los sin EHM (56 + 4; p<0,01) y los
controles (67 + 4; p<0,001) (Figura 25F).
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Figura 25. Los pacientes con EHM presentan un déficit en la atencion sostenida y concentracidn
evaluadas mediante la realizacion del test d2. Los pacientes con EHM presentan un menor nimero de
respuestas realizadas (A: TR), menor nimero de aciertos (B: TA), una menor efectividad total en la tarea (C:
TOT), una menor capacidad de concentracion (D: CON) y mayor nimero de errores (F) que los pacientes
sin EHM y controles. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (CONTROL n=34, SIN
EHM n=46, EHM n=34). Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

TR (Total de respuestas marcadas) es una medida de la velocidad de procesamiento y cantidad de trabajo
realizado; TA (Total de aciertos); TOT (Total de items realizados menos los errores) mide la efectividad en la

realizacion de la tarea; CON es una medida de la concentracion; O: errores por omisién; C: errores por
comision.
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1.3.3. Test Oral de Claves

En este test se evalud la capacidad de asociar un simbolo a un nimero, requiriendo
funciones cognitivas como atencion y, en menor medida, memoria. Los pacientes con EHM
realizaron un menor numero de items de la prueba (28 + 2) que los cirrdticos sin EHM (43 + 1;
p<0,001) y los controles (56 * 2; p<0,001). Los cirrdticos sin EHM a su vez, también se

diferencian significativamente de los controles (p<0,001) (Figura 26A).

En cuanto a la efectividad en la tarea, los pacientes con EHM realizaron menor
porcentaje de aciertos (94,1 + 1,4) que los cirréticos sin EHM (97,8 + 0,5; p<0,01) y que los
controles (99,3 *+ 0,3; p<0,01). Los cirréticos sin EHM no se diferencian de los controles (Figura
26B). El porcentaje de errores fue mayor en los cirréticos con EHM (4,3 + 0,9) que en los
cirréticos sin EHM (2,2 £ 0,5; p<0,05) y que los controles (0,4 + 0,2; p<0,01). No hay diferencias

entre los pacientes sin EHM y los controles (Figura 26C).

El nimero de sujetos de cada grupo en los tests orales es menor al del resto de pruebas

realizadas por que éstos se incluyeron con posterioridad al inicio del estudio (Figuras 26-28).
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Figura 26. Los pacientes con EHM muestran un déficit de atencion y memoria evaluados con el Test Oral de
Claves. Los pacientes cirrdticos con EHM presentan un menor numero de items realizados (A), un menor
porcentaje de aciertos (B), y un mayor porcentaje de errores (C). Los valores son la media + SEM del numero
de sujetos estudiados (CONTROL n=17, SIN EHM n=35, EHM n=29). Los valores significativamente diferentes

entre grupos se indican con asteriscos (*p<0,05; ***p<0,001).
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1.3.4. Test Oral de Digitos (Directo e Inverso)

Esta prueba mide la memoria a corto plazo. Se basa en la memorizacion de una serie de

numeros y su posterior repeticidon, por lo que también requiere atencién.

El resultado global del test es la suma de series completadas en las dos pruebas (Digitos
Directos e Inversos) y mostré una disminucion del numero de series totales memorizadas
correctamente en los pacientes cirrdticos con EHM (10,7 *+ 0,5) en comparacién con los
pacientes sin EHM (12,8 + 0,5; p<0,05) y los controles (17,1 + 0,9; p<0,001). Los cirrdticos sin

EHM y los controles también se diferenciaron significativamente (p<0,001) (Figura 27A).

En la prueba de Digitos Directos hubo una disminucién en el nimero de series que los
pacientes con EHM (7,0 + 0,4) fueron capaces de memorizar y repetir correctamente
comparado con los pacientes sin EHM (8,0 + 0,3) y los controles (9,5 £ 0,4; p<0,001), siendo no
significativas las diferencias entre los dos grupos de pacientes (Figura 27B). Por el contrario, en
la prueba de Digitos Inversos, que presenta un mayor grado de dificultad, los pacientes
cirréticos con EHM memorizaron un menor numero de series (3,6 + 0,2) que los cirrdticos sin
EHM (4,9 + 0,3; p<0,05) y que los controles (7,1 + 0,7; p<0,001). Los cirréticos sin EHM también

memorizaron menos series que los controles (p<0,001) (Figura 27C).
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Figura 27. Los pacientes con EHM presentan un déficit en la memoria a corto plazo evaluada con el Test
Oral de Digitos. Los pacientes con EHM memorizan un menor nimero de series numéricas, tanto en la
prueba directa (B) como en la inversa (C) que los controles. Ambos grupos de pacientes se diferencian en el
test de Digitos Inverso (C) y en el resultado global del test (A). Los valores son la media + SEM del nimero
de sujetos estudiados (controles n=17, sin EHM n=35, EHM n=29). Los valores significativamente diferentes
entre grupos se indican con asteriscos (*p<0,05; ***p<0,001). 115
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1.3.5. Test Oral de Letras y Nimeros

Esta prueba es una variante del test Oral de Digitos, en la que aumenta el nivel de
complejidad, ya que las series contienen nimeros y letras, que se deben memorizar y a su vez
ordenar las letras por orden alfabético y los nimeros de menor a mayor, requiriendo mayor
atencién y concentracién. El resultado fue un menor nimero de series memorizadas
correctamente por los pacientes con EHM (5,1 + 0,5) comparado con los pacientes sin EHM
(7,5 £ 0,4; p<0,01) y los controles (10,5 + 0,8; p<0,001). Los cirréticos sin EHM también

memorizaron menos series que los controles (p<0,001) (Figura 28).
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Figura 28. Los pacientes con EHM presentan un déficit en atencion y concentracion evaluada con el Test
Oral de Letras y Numeros. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (controles
n=17, sin EHM n=35, EHM n=29). Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con
asteriscos (**p<0,01; ***p<0,001).
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1.4. Capacidad de los tests de coordinacidn, atencién y memoria para detectar

la EHM

Para determinar la capacidad de cada test utilizado en la tesis para predecir la EHM se
realizé un analisis de regresion logistica, utilizando la presencia de EHM (diagnosticada segun
el PHES) como variable dependiente y los pardmetros analizados en cada test como variable
independiente. Para los tests de Coordinacion Bimanual y Visuomotora, y los tests orales de
Claves, Digitos y Letras y Numeros se introdujo la edad como covariable en el anilisis de

regresion logistica.

También calculamos las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para determinar
el punto de corte de los pardmetros predictivos, el drea bajo la curva (ABC), la especificidad y
sensibilidad y el valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) de cada parametro que

analizan los tests.
1.4.1. Coordinaciéon motora: Bimanual y Visuomotora

El test de coordinacion bimanual mostré un Odds ratio (OR) de 1,074 (intervalo de
confianza 95% (IC): 1,038-1,111; p<0,001) y el de coordinacién visuomotora, un OR de 1,041
(IC: 1,023-1,059; p<0,001).

Las curvas ROC de los test de coordinacidon bimanual y visuomotora se muestran en la
Figura 29, presentando un ABC de 0,925 (p<0,0001) y 0,905 (p<0,0001) respectivamente. Para
un punto de corte de 223,3 centésimas de minuto, el test de coordinaciéon bimanual muestra

una sensibilidad del 79% y una especificidad del 86%, con un VPP de 81% y un VPN de 84%.

El test de coordinacion visuomotora, para un punto de corte de 298,5 centésimas de
minuto presenta una sensibilidad del 85% y especificidad del 91%, con un VPP de 88% y VPN

de 89%. Curva ROC tests Coordinacion motora
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Figura 29. Curva ROC de los tests de coordinacion motora bimanual (azul) y visuomotora (verde)

Por tanto ambos tests tienen una buena capacidad para detectar la presencia de EHM.
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1.4.2. Atencion selectiva: test Stroop y test oral de Claves

Los tests que evallan la atencion selectiva, en concreto la velocidad de procesamiento
mental utilizados son el test Stroop y el oral de Claves. El analisis de regresidn logistica (OR) y
de la curva ROC (ABC, sensibilidad, especificidad, VPP, VPN) se muestra en la Tabla 8 y Figura
30.

Tabla 8. Analisis de regresion logistica y de la curva ROC del test Stroop y de Claves oral

REGRESION LOGISTICA
PAL COL PAL-COL CLAVES ORAL
OR 0,922 0,913 0,893 0,824
1C95% del OR 0,886-0,959 0,873-0,955 0,841-0,948 0,749-0,907
Valor ‘p’ p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
CURVA ROC
ABC 0,822 0,811 0,776 0,870
Valor‘p’ p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Punto corte (n2 items) <96 <68 < 36,5 <34,5
Sensibilidad (%) 84 72 75 86
Especificidad (%) 68 75 74 83
VPN (%) 86 79 80 88
VPP (%) 66 68 69 81

OR (Odds ratio); ABC (area bajo la curva); VPN (valor predictivo negativo); VPP (valor predictivo positivo)

Curva ROC test Stroop y Claves oral

1.0
0.8
]
(T
2 0.64
-
wv
§ 0.4
PAL
0.2- -~ — cot
— PAL-COL
—  CLAVES ORAL

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10
1- Especificidad

Figura 30. Curva ROC del test Stroop (PAL: tarea congruente; COL: tarea neutral; PAL-COL: tarea
incongruente) y test de Claves oral

Los datos muestran que ambos tests tienen buena capacidad predictiva de EHM, siendo
el test de Claves oral el que mejor sensibilidad y especificidad presenta.

1.4.3. Atencidn selectiva/sostenida y concentracion: test d2

El test d2 evalla la atencion selectiva/sostenida y la concentracion mental mediante el
calculo de diversos parametros (percentiles: Pc): CON (indice de concentraciéon mental), TOT

(efectividad de la tarea), TR (velocidad de procesamiento y cantidad de trabajo realizado) y TA
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(total de aciertos). El analisis de regresion logistica (OR) de los diferentes parametros y de la

curva ROC (ABC, sensibilidad, especificidad, VPP, VPN) se muestra en la Tabla 9 y Figura 31.

Tabla 9. Analisis de regresion logistica y de la curva ROC del test d2

REGRESION LOGISTICA

CON (Pc) TOT (Pc) TR (Pc) TA (Pc)
OR 0,925 0,918 0,912 0,902
1C95% del OR 0,893-0,958 0,881-0,957 0,872-0,954 0,860-0,946
Valor ‘p’ p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

CURVA ROC

ABC 0,868 0,853 0,852 0,896
Valor‘p’ p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Punto corte (Pc) <42,5 < 37,5 < 37,5 <37,5
Sensibilidad (%) 36 83 83 36
Especificidad (%) 76 73 78 75
VPN (%) 89 86 87 88
VPP (%) 71 69 73 71

OR (Odds ratio); ABC (area bajo la curva); VPN (valor predictivo negativo); VPP (valor predictivo positivo)

Curva ROC test d2
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Figura 31. Curva ROC del test d2 (CON: concentracion; TOT: efectividad; TR: velocidad de
procesamiento mental; TA (aciertos)

Por tanto, el test d2 tiene una buena capacidad para predecir la EHM.
1.4.4. Memoria de trabajo: test oral de Digitos y test oral de Letras y Niumeros

La memoria de trabajo se evalué mediante los tests orales de Digitos y Letras y
Numeros, cuyo analisis mediante regresidn logistica mostré un OR de 0,811 (IC: 0,666-0,987;
p=0,037) y 0,697 (IC: 0,544-0,894; p=0,005) respectivamente. Las curvas ROC dieron unas ABCs
bajas: 0,701 (p=0,006) y 0,795 (p<0,0001) respectivamente. Para un punto de corte de 11,5
items (Digitos) y 6,5 items (Letras y NUmeros) tienen una sensibilidad de 59% y 68%
respectivamente, y una especificidad de 76% y 68%, con un VPP de 61 y 67% y un VPN de 66%

y 77% respectivamente, no siendo buenos predictores de EHM.
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2. Anadlisis de las alteraciones bioquimicas en pacientes con

encefalopatia hepatica minima (EHM)

2.1. Alteraciones en la concentracidon de amonio en sangre: Hiperamonemia

Los pacientes cirrdticos sin o con EHM presentan hiperamonemia. La concentracidon de
amonio en sangre venosa esta aumentada en pacientes cirréticos sin EHM (27 + 3 uM;
p<0,001) y con EHM (35 * 4 uM; p<0,001) respecto al grupo control (13 + 1 uM). Las

diferencias entre ambos grupos de pacientes no son significativas (Figura 32).
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Figura 32. Los pacientes cirréticos con y sin EHM presentan hiperamonemia. Se midié la concentracidon de

amonio en sangre con el aparato Ammonia Checker 1®. Los valores son la media + SEM del nimero de
sujetos estudiados (controles n=34; sin EHM n=46; EHM n=34). Los valores significativamente diferentes
entre grupos se indican con asteriscos (***p<0.001).

2.2. Inflamacion:

Para analizar la inflamacién periférica se midieron los niveles séricos de dos citoquinas pro-
inflamatorias: IL-6 y IL-18. Ambas aumentan tanto en pacientes cirréticos sin EHM como con
EHM frente al grupo control. Ademds los pacientes con EHM muestran un aumento
significativo respecto al grupo de pacientes sin EHM, reflejando una mayor inflamacion

periférica.
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Los niveles séricos de IL-6 estan aumentados en los pacientes con EHM (4,5 + 0,5
pg/ml) en comparacion con los pacientes sin EHM (2,2 + 0,2 pg/ml; p<0,001) y los controles
(1,0 £ 0,1 pg/ml; p<0,001). Los pacientes sin EHM también tienen aumentada la IL-6

significativamente en comparacion con los controles (p<0,001) (Figura 33A).

Los niveles de IL-18 en suero se encuentran aumentados en los pacientes con EHM
(403 + 44 pg/ml) en comparacidn con los pacientes sin EHM (225 + 20 pg/ml; p<0,001) vy los
controles (133 + 10 pg/ml; p<0,001). Los pacientes sin EHM tienen la IL-18 aumentada

significativamente en comparacién con los controles (p<0,001) (Figura 33B).
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Figura 33. Los pacientes con EHM tienen aumentados los niveles en suero de IL-6 (A) y de IL-18 (B). Los valores
son la media £ SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34; sin EHM n=46; EHM n=34). Los valores
significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (***p<0.001).

2.3. Nitratos/Nitritos en plasma

Los niveles de Nitratos/Nitritos en plasma, estan aumentados marcadamente en los
pacientes con EHM (26 + 1 nmol/ml; p<0,01) y sin EHM (25 + 1 nmol/ml; p<0,01), frente a los
controles (21 + 1 nmol/ml). La diferencia en los pacientes con EHM frente a los sin EHM no es

estadisticamente significativa (Figura 34).
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Niveles de Nitratos/Nitritos en plasma
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Figura 34. Los niveles de Nitratos/Nitritos en plasma estan aumentados en los pacientes con o sin EHM.
Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34; sin EHM n=46; EHM
n=34). Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (**p<0.01).

2.4. GMPc plasmatico

Los niveles de GMPc en plasma estdan aumentados en pacientes con EHM (8,5 + 0,5
pg/ml) en comparacidn con los pacientes sin EHM (6,2 £ 0,5 pg/ml; p<0,01) y los controles (2,9
+ 0,3 pg/ml; p<0,001). A su vez, en los pacientes sin EHM también hay un aumento significativo

del GMPc en plasma en comparacién con los controles (p<0,001) (Figura 35).

Concentracion de GMPc en plasma
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Figura 35. Los niveles de GMPc en plasma estan aumentados en los pacientes con EHM. Los valores son

la media * SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34; sin EHM n=46; EHM n=34). Los valores
significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (**p<0.01; ***p<0.001).
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3. Andlisis del estrés oxidativo/nitrosativo en EHM

3.1. 3-Nitrotirosina (3-NT) como indicador de estrés oxidativo/nitrosativo:

Los niveles de 3-nitrotirosina (3-NT) libre en suero, es decir, de residuos de tirosina
libre nitrados estan muy aumentados en los pacientes cirroticos con EHM (24 + 4 nM)
comparado con los pacientes cirréticos sin EHM (10 + 1 nM; p<0,001) y los controles (6,9+ 0,6
nM; p<0,001). Entre los pacientes sin EHM vy los controles no existen diferencias significativas
(Figura 36).

3-Nitrotirosina libre en suero
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Figura 36. Los niveles de 3-Nitrotirosina en suero estdn muy aumentados en pacientes con EHM. Los
valores son la media * SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34; sin EHM n=46; EHM n=34).
Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (***p<0.001).
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3.2. Mecanismos antioxidantes:
3.2.1. Actividades de enzimas antioxidantes

Se midié la actividad catalasa, superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx),
glutation reductasa (GR) y glutation S-transferasa (GST), en eritrocitos y en células blancas
mononucleares. Este estudio se realizé con un nimero de sujetos menor al resto de medidas

debido a que no se pudo conseguir suficiente muestra de algunos controles y pacientes.

3.2.1.1. Actividad Catalasa

La catalasa elimina perdxido de hidrégeno. En eritrocitos, los pacientes cirrdticos, tanto
con EHM (84 + 3 seg™'/g Hb) como sin EHM (83 + 3 seg/g Hb) tienen aumentada la actividad
catalasa (18% y 17% respectivamente) respecto a los controles (71 + 3 seg™/g Hb; p<0,05 en

ambos casos). Entre ambos grupos de pacientes cirrdticos no hay diferencias (Figura 37A).

En células mononucleares (linfocitos y monocitos), los pacientes con EHM (89 + 8 seg™'/g
Hb; p<0,05) y los pacientes sin EHM (91 + 5 seg™'/g Hb; p<0,01) tienen aumentada la actividad
catalasa (41% y 44% respectivamente) comparada con los controles (63 + 5 seg™/g Hb). No hay

diferencias entre pacientes con y sin EHM (Figura 37B).
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Figura 37. La actividad catalasa esta aumentada en pacientes con o sin EHM en eritrocitos (A) y células
mononucleares (B). Los valores son la media + SEM del niumero de sujetos estudiados (controles n=27; sin

EHM n=30; EHM n=19). Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos
(*p<0.05; **p<0.01).
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3.2.1.2. Actividad Superoxido Dismutasa (SOD)

La superodxido dismutasa elimina el radical superdxido.

En eritrocitos, no se aprecian diferencias en la actividad SOD entre los controles (1513 +

14 U/min.g Hb) y los pacientes cirréticos, sin EHM (1510 + 63 U/min.g Hb) 6 con EHM (1446 +
85 U/min.g Hb) (Figura 38A).

En células mononucleares la actividad SOD estd aumentada un 41% tanto en los
pacientes con EHM (13,8 £ 0,9 U/mg prot; p<0,05) como en los sin EHM (13,8 + 1,0 U/mg prot;

p<0,01) respecto a los controles (9,8 + 0,7 U/mg prot). Entre los pacientes con y sin EHM no

hay diferencias (Figura 38B).
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Figura 38. La actividad SOD no muestra diferencias en eritrocitos (A) pero estd aumentada en células
mononucleares (B) en los pacientes con o sin EHM. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos

estudiados (controles n=27; sin EHM n=30; EHM n=19). Los valores significativamente diferentes entre
grupos se indican con asteriscos (*p<0.05; **p<0.01).
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3.2.1.3. Actividad Glutation Peroxidasa (GPx)

La glutation peroxidasa oxida el GSH a GSSG eliminando perdxido de hidrégeno y

lipoperdxidos.

En eritrocitos, los pacientes cirréticos con EHM tienen aumentada la actividad GPx (27
2 umol/min.g Hb) un 23% respecto a los cirréticos sin EHM (22 + 1 umol/min.g Hb; p<0,05) y
un 50% respecto a los controles (18 + 1 umol/min.g Hb; p<0,01). Los pacientes sin EHM
también tienen aumentada la actividad GPx un 22% en comparacién con los controles

(p<0,05). (Figura 39A).

En células mononucleares, también apreciamos un aumento de la actividad GPx un 28%
en los pacientes cirréticos con EHM (133 + 14 pmol/min.g prot) respecto a los cirréticos sin
EHM (104 + 3 umol/min.g prot; p<0,05) y un 58% respecto a los controles (84 + 6 umol/min.g
prot; p<0,001). En los pacientes sin EHM también esta aumentada la actividad GPx un 24% en

comparacién con los controles (p<0,01). (Figura 39B).
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Figura 39. La actividad Glutation peroxidasa (GPx) esta aumentada en los pacientes con EHM en eritrocitos
(A) y en células mononucleares (B). Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados

(controles n=27; sin EHM n=30; con EHM n=19). Los valores significativamente diferentes entre grupos se
indican con asteriscos (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).
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3.2.1.4. Actividad Glutation Reductasa (GR)

La Glutation reductasa recicla el GSSG (forma oxidada del glutatién) a su forma reducida
(GSH).

En eritrocitos, la actividad GR estda aumentada en los pacientes cirréticos con EHM
(2,51 £ 0,15 pmol/min.g Hb) un 25% respecto a los cirréticos sin EHM (2,00 + 0,08 umol/min.g
Hb; p<0,01) y un 24% respecto a los controles (2,02 + 0,09 umol/min.g Hb; p<0,01). No hay

diferencias entre controles y cirréticos sin EHM (Figura 40A).

En células mononucleares, la actividad GR estda aumentada un 38% en los pacientes con
EHM (38 + 2 umol/min.g prot; p<0,01) y un 25% en los pacientes sin EHM (35 + 2 pmol/min.g
prot; p<0,05) respecto a los controles (28 + 2 umol/min.g prot), no habiendo diferencias entre

ambos grupos de pacientes (Figura 40B).
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Figura 40. La actividad Glutation reductasa (GR) esta aumentada en eritrocitos (A) y células mononucleares
(B) en los pacientes con EHM. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (controles

n=27, sin EHM n=30, EHM n=19). Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con
asteriscos (*p<0.05; **p<0.01).
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3.2.1.5. Actividad Glutation S-Transferasa (GST)

La glutatién S-transferasa conjuga el glutatién con otras biomoléculas dafiinas para

facilitar su eliminacidn.

En eritrocitos la actividad GST estd aumentada un 25% en los pacientes cirréticos con
EHM (3,5 £ 0,2 umol/min.g Hb; p<0,05) y un 32% en los sin EHM (3,7 + 0,2 pmol/min.g Hb;
p<0,01) respecto a los controles (2,8 + 0,1 umol/min.g Hb). No existen diferencias entre

cirréticos con y sin EHM (Figura 41A).

En células mononucleares, hay un aumento de la actividad GST de un 29% en pacientes
con EHM (71 = 7 umol/min.g prot; p<0,05) y de un 31% en los sin EHM (72 = 4 pumol/min.g
prot; p<0,01) en comparacion con los controles (55 = 2 pmol/min.g prot). No existen

diferencias entre pacientes con y sin EHM (Figura 41B).
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Figura 41. La actividad GST esta aumentada en eritrocitos (A) y células mononucleares (B) en cirréticos con o
sin EHM. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=27, sin EHM n=30,

EHM n=19). Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*p<0.05;
k3
p<0.01).
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3.2.2. Analisis del GSH: mecanismo antioxidante no enzimaticos

En condiciones fisioldgicas la proporcion de GSSG y GSH es del 10% y 90%
respectivamente. En situaciones de estrés oxidativo esta proporcién se altera, aumentando el
GSSG y disminuyendo el GSH, por lo que el ratio GSSG/GSH es un buen indicador del estado

redox del organismo.

Se midi6 el GSH y el GSSG en sangre total, y se calculd el ratio GSSG/GSH. Este ratio se
da multiplicado por cien. El ratio GSSG/GSH estd aumentado significativamente en los
pacientes cirréticos con EHM (12,0 + 1,5) comparado con los pacientes sin EHM (7,9 + 1,3;
p<0,05) y los controles (4,7 + 0,5; p<0,001). Los pacientes sin EHM también muestran un

aumento significativo frente a los controles (p<0,05) (Figura 42A).

En cuanto al GSH libre, hay una disminucién en los pacientes con EHM (427 + 36 uM)
comparado con los pacientes sin EHM (588 + 55 uM; p<0,05) y los controles (794 + 49 uM;
p<0,001). Entre los pacientes sin EHM y los controles también hay una disminucién significativa
(p<0,01) (Figura 42B). En el contenido de GSSG no encontramos diferencias significativos entre
pacientes cirrdticos con EHM (25 + 2 uM), sin EHM (24 + 2 uM) y controles (27 + 3 uM) (Figura

420).
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Figura 42. Los pacientes con EHM tienen el ratio GSSG/GSH aumentado y los niveles de GSH en sangre total
disminuidos. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=23, SIN EHM
n=23, EHM n=24. Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001). El nimero de sujetos difiere del resto de medidas por disponibilidad de la muestra.
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3.3. Dafio oxidativo/nitrosativo en biomoléculas

El dafio por estrés oxidativo/nitrosativo se puede producir en cualquiera de los

principales tipos de biomoléculas: proteinas, ADN vy lipidos.

3.3.1. Carbonilacion de proteinas
Una modificacidn de las proteinas producida por el estrés oxidativo es la carbonilacién.

Existe un aumento significativo de las proteinas carboniladas (PC) en suero en los
pacientes cirréticos con EHM (0,18 + 0,01 nmol/mg prot; p<0,05) y sin EHM (0,174 * 0,008
nmol/mg prot; p<0,05) respecto a los controles (0,150 + 0,008), no habiendo diferencias de

carbonilacién entre pacientes sin y con EHM (Figura 43).
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Figura 43. Los pacientes con o sin EHM tienen aumentada la carbonilacion de las proteinas en suero.
Los valores son la media £ SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34, sin EHM n=46, EHM
n=34). Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*p<0.05).
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3.3.2. Oxidacién del ADN: 8-OHdG

Para analizar la oxidacion del ADN utilizamos como marcador la 8-hidroxideoxiguanosina

(8 OH-dG o 8-0x0-dG) en suero.

En los pacientes cirrdticos con EHM hay un aumento significativo de 8 OH-dG (12 + 0,7
ng/ml) respecto a los cirréticos sin EHM (9,9 * 0,4 ng/ml; p<0.05) y, mas marcado, respecto al
grupo control (9,2 * 0,4 ng/ml; p<0.001). Entre los pacientes sin EHM y los controles no existen

diferencias (Figura 44).
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Figura 44. En los pacientes con EHM hay un aumento de 8-hidroxideoxiguanosina en suero. Los valores
son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34, sin EHM n=46, EHM n=34). Los
valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*p<0.05; ***p<0.001).
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3.3.3. Oxidacion de lipidos: MDA

Para medir la oxidacion de los lipidos de utiliz6 como marcador el malondialdehido

(MDA) en suero.

En los pacientes con EHM hay un aumento marcado de los niveles de MDA en suero
(0,66 * 0,04 nmol/ml) en comparacion con los pacientes sin EHM (0,46 * 0,02 nmol/ml;
p<0,001) y los controles (0,203 + 0,008 nmol/ml; p<0,001). Los pacientes sin EHM también

tienen niveles aumentados significativamente respecto a los controles (p<0,001) (Figura 45).
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Figura 45. En los pacientes con EHM hay un aumento en la oxidacion de lipidos en suero. Los valores
son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (controles n=34, sin EHM n=46, EHM n=34). Los
valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (***p<0.001).
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4. Correlacion entre inflamacion, estrés oxidativo y alteraciones

neuroldgicas en pacientes con EHM

4.1. Inflamacién (IL-6 e IL-18) e Hiperamonemia

Los niveles séricos de las citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-18 y los niveles de amonio
en sangre en los pacientes cirroticos se correlacion con algunas alteraciones cognitivas y/o

motoras en los pacientes con EHM (Tabla 10).

Los pacientes con niveles mds elevados de IL-6 e IL-18 y amonio, muestran una menor
puntuacién global en la bateria de tests PHES, que es la que determina si un paciente con
cirrosis hepatica tiene EHM. De los 5 tests que componen la bateria PHES, los niveles de IL-6,
IL-18 y amonio correlacionan especialmente con los resultados en el test NCT-B, que evalua la
velocidad de procesamiento mental y la atencidn. El aumento de la IL-6 e IL-18 también se
correlaciona con una disminucion de: 1) la velocidad de procesamiento y la flexibilidad
cognitiva evaluadas mediante el test Stroop (tarea congruente); 2) la atencidn
selectiva/sostenida y la concentracion mental evaluadas mediante el test d2, y 3) la capacidad
de realizacidon del test oral de Claves que evalua velocidad de procesamiento y atencidn

selectiva.

Por otra parte, el aumento en la IL-18 correlaciona con una disminucién en la memoria
de trabajo estudiada con el test oral de Letras y Numeros vy, los niveles aumentados de amonio,
con un déficit en la atencidn selectiva y memoria de trabajo evaluadas mediante el test oral de

Digitos (Tabla 10).

A nivel motor, el aumento de IL-6 e IL-18 correlaciona con una disminucion de la
coordinacién bimanual y visuomotora, aumentando el tiempo de ejecucién de la tarea. La
hiperamonemia correlaciona Unicamente con la visuomotora (Tabla 9). Por otra parte, sdlo el
aumento de IL-6 y de amonio correlaciona con una disminuciéon de la coordinacion

visuoespacial medida con el test SD de la bateria PHES (Tabla 10).
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Tabla 10. Correlaciones entre inflamacién 6 hiperamonemia y alteraciones neurolégicas

TEST IL-6 (pg/ml) IL-18 (pg/ml) AMONIO (uM)
PHES r=-0,501 r=-0,424 r =-0,400
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
NCT-B r=-0,411 r=-0,444 r=-0,404
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
SD r=-0,437 Ns r=-0,323
p < 0,001 p = 0,004
Test Stroop r=-0,371 r=-0,391 ns
(tarea congruente) p = 0,001 p = 0,002
Test d2_TR (Pc) r=-0,461 r=-0,596 ns
p < 0,001 p < 0,001
TA (Pc) r=-0,390 r=-0,529 ns
p < 0,001 p < 0,001
TOT (Pc) r=-0,412 r=-0,547 ns
p < 0,001 p < 0,001
CON (Pc) r=-0,354 r=-0,493 ns
p=0,001 p < 0,001
Test oral de Claves ns r=-0,530 ns
(N2 Total) p < 0,001
Test oral de Digitos ns Ns r=-0,384
Total p = 0,002
Test oral de Letras y Niumeros ns r=-0,378 ns
p = 0,007
Coordinacion Bimanual r=0,458 r=0,487 ns
(centésimas minuto) p < 0,001 p<0,001
Coordinacion Visuomotora r=0,534 r=0,535 r=0,390
(centésimas minuto) p<0,001 p<0,001 p<0,001

El nimero de sujetos incluido en el analisis de correlacién (test de correlacién de Perason) es de 34 controles, 46
cirréticos sin EHM y 34 con EHM para todos los tests excepto en el test oral de Claves, Digitos y Letras y NUmeros,
en el que se incluyen 17 controles, 35 cirrdticos sin EHM y 29 EHM. (PHES, ‘Psycometric Hepatic Encephalopathy
Score’; NCT-B, test de conexién numérica B; SD, puntos seriados; TR, total de respuestas; TA, total de aciertos;
CON, concentracidn; Pc, percentil).
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4.2. Dafio oxidativo/nitrosativo de biomoléculas

Algunos marcadores de dafio oxidativo/nitrosativo en sangre, se correlacionan con

déficits cognitivos (Tabla 11) y motores en los pacientes.

Tanto la disminucién del Glutation reducido (GSH) como el aumento de la 3-nitrotirosina

(3-NT), del ratio GSSG/GSH y del malondealdehido (MDA) se correlacionan con:

1) Una disminucién en la puntuacidn total en la bateria PHES

2) Una disminucién de la velocidad de procesamiento y la flexibilidad cognitiva
evaluadas mediante el test Stroop

3) Una disminucidén en la atencidn selectiva/sostenida y la concentracién mental
evaluadas mediante el test d2

4) Una peor realizacién del test oral de Claves que evalla velocidad de procesamiento y
atencion selectiva

5) Una disminucién en la memoria de trabajo analizada con el test oral de Letras y
Numeros y un déficit en la atencidn selectiva y memoria de trabajo evaluadas mediante
el test oral de Digitos (Tabla 11).

El aumento de 3-Nitrotirosina, del ratio GSSG/GSH y del MDA se correlacionan con una

disminucién en la velocidad de procesamiento y en la atencién (tests NCT-A y NCT-B).

La disminucion de la coordinacion bimanual y de la visuomotora se correlaciona con el
aumento de la 3-Nitrotirosina y del MDA. La disminucién del GSH y el aumento del ratio
GSG/GSH correlacionan con una disminucion en el percentil de la poblacién en el que se
encuentran los sujetos en las tareas de coordinacién bimanual y visuomotora. Por otra parte,
la disminucién de la coordinacién visuoespacial (test LTT de la bateria PHES) se correlaciona
con un aumento de la 3-Nitrotirosina, del ratio GSSG/GSH y del MDA vy, una disminucién del

GSH (Tabla 11).
También existe una correlacion entre (Tabla 12):

1) el aumento de 3-NT y el aumento de IL-6 e IL-18;

2) la disminucidn del GSH y el aumento de IL-6, IL-18 y la hiperamonemia

3) el aumento del ratio GSSG/GSH y el de IL-6, del amonio y del GMPc

4) el aumento de MDA y el aumento de IL-6, IL-18, del amonio y del GMPc.
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Tabla 11. Correlaciones entre daiio oxidativo de biomoléculas y alteraciones neurolégicas

TEST 3-NT (uM) GSH (uM) GSSG/GSH(%) MDA (nmol/ml)
PHES r=-0,518 r=0,428 r=-0,419 r=-0,566
p<0,001 p=0,001 p=0,001 p<0,001
NCT-A ns ns r=-0,396 r=-0,453
p=0,002 p<0,001
NCT-B r=-0,421 ns Ns r=-0,539
p<0,001 p<0,001
LTT r=-0,559 r=0,438 r=-0,374 r=-0,419
p<0,001 p<0,001 p=0,003 p<0,001
Stroop (congruente) r=-0,358 r= 0,437 r=-0,510 r=-0,493
p=0,002 p=0,001 p<0,001 p<0,001
Stroop (incongruente) ns ns Ns r=-0,405
p<0,001
Test d2_TR (Pc) r=-0,378 r=0,484 r=-0,461 r=-0,536
p=0,001 p<0,001 p=0,001 p<0,001
TA (Pc) r=-0,385 r=0,444 r=-0,471 r=-0,541
p=0,001 p=0,001 p=0,001 p<0,001
TOT (Pc) =-0,392 r=0,474 =-0,477 =-0,536
p=0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
CON (Pc) r=-0,395 r=0,424 r=-0,437 r=-0,530
p=0,001 p=0,001 p=0,002 p<0,001
Claves (oral) Total r=-0,374 r=0,432 r=-0,336 r=-0,667
p=0,004 p=0,001 p=0,012 p<0,001
Digitos (oral) Directo ns r=0,406 ns r=-0,395
p=0,002 p=0,001
Digitos (oral) Inverso r=-0,360 r=0,454 ns r=-0,482
p=0,006 p<0,001 p<0,001
Digitos (oral) Total r=-0,344 r=0,502 r=-0,356 r=-0,516
p=0,006 p<0,001 p=0,008 p<0,001
Letras y Num (oral) ns r=0,398 ns r=-0,634
p<0,001 p<0,001
Coord. Bimanual r=0,362 ns ns r=0,633
(centésimas minuto) p=0,002 p<0,001
Coord. Bimanual ns r=0,389 r=-0,384 Ns
(Pc poblacional) p=0,003 p=0,004
Coord. Visuomotora r=0,340 Ns ns r=0,706
(centésimas minuto) p=0,004 p<0,001
Coord. Visuomotora ns r=0,498 r=-0,395 Ns
(Pc poblacional) p<0,001 p=0,003

El nimero de sujetos incluido en el andlisis de correlacion (test de correlacion de Perason) es de 34 controles, 46
cirroticos sin EHM y 34 con EHM para todos los tests excepto en el test oral de Claves, Digitos y Letras y Numeros, en el
que se incluyen 17 controles, 35 cirréticos sin EHM y 29 EHM. (PHES, ‘Psycometric Hepatic Encephalopathy Score’; NCT-
A/NCT-B, test de conexién numérica A/B; LTT, test de linea quebrada; TR, total de respuestas; TA, total de aciertos; CON,
concentracion; Pc, percentil).
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Los biomarcadores de dafio oxidativo/nitrosativo también se correlacionan entre si.
Cuando disminuye el GSH aumenta la 3-Nitrotirosina, el ratio GSSG/GSH, la 8-OH-dG y el MDA.
El aumento en el ratio GSSG/GSH también correlaciona con el aumento del GSSG, aunque la
correlacién con la disminucién del GSH es mucho mayor, indicando que la contribucién de la
disminucién de los niveles de GSH al aumento de dicho ratio es mayor. El aumento en Ia
8-OH-dG correlaciona con una disminucién del GSH y un aumento del ratio GSSG/GSH y del
MDA. El aumento de MDA también se correlaciona con un aumento de 3-NT, del ratio

GSSG/GSH (Tabla 12).

Tabla 12. Correlaciones entre biomarcadores de daio oxidativo de biomoléculas, inflamacion e
hiperamonemia

BIOMARCADOR 3-NT (uM)  GSH (uM)  GSSG/GSH(%) MDA (nmol/ml)

3-NT (pM) - - - r=0,438
p<0,001
GSH (uM) r=-0,423 - r=-0,700 r=-0,437
p=0,004 p<0,001 p=0,001

GSSG (uM) ns Ns r=0,377 ns

p=0,004

GSSG/GSH(%) ns - - r=0,369
p=0,009
8-OH-dG (ng/ml) ns r=-0,492 r=0,384 r=0,378
p<0,001 p=0,003 p<0,001
IL-6 (pg/ml) r=0,391 r=-0,463 r=0,486 r=0,521
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
IL-18 (pg/ml) r=0,389 r=-0,391 ns r=0,543
p=0,002 p=0,011 p<0,001
Amonio (uM) ns r=-0,490 r=0,451 r=0,450
p<0,001 p=0,001 p<0,001
GMPc (pg/ml) ns r=0,501 r=0,441
p<0,001 p<0,001

El nimero de sujetos incluido en el andlisis de correlacion (test de correlacidon de Perason) es de 34 controles,
46 cirréticos sin EHM y 34 con EHM para todos los tests excepto en el test oral de Claves, Digitos y Letras y
Ndmeros, en el que se incluyen 17 controles, 35 cirréticos sin EHM y 29 EHM. (3-NT, 3-Nitrotirosina; GSH,
Glutatién reducido; GSSG, Glutation oxidado; 8-OH-dG, 8-hidroxideoxiguanosina)
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4.3. Correlacion de las actividades de las enzimas antioxidantes con las
alteraciones neuroldgicas, inflamacién e hiperamonemia

4.3.1. Actividad de las enzimas antioxidantes en eritrocitos

En eritrocitos aislados, las actividades de la Glutatién Peroxidasa (GPx) y la Glutatidn
Reductasa (GR) se correlacionan con alteraciones neuroldgicas en los pacientes. Un aumento
en la actividad de estas enzimas correlaciona con: una menor puntuacion total en la bateria
PHES, el deterioro en la coordinacion motora (enlentecimiento motor) y en la atencidn

selectiva/sostenida y la concentracién mental evaluadas mediante el test d2 (Tabla 13).

Las actividades en eritrocitos de las otras enzimas analizadas (Catalasa, Superdxido

Dismutasa y Glutatién S-Transferasa) no se correlacionan con las alteraciones neuroldgicas.

Tabla 13. Correlaciones entre las actividades de la Glutatién Reductasa y la Glutation
Peroxidasa en eritrocitos y las alteraciones neurolégicas, inflamacion e hiperamonemia

PARAMETROS Glutatiéon Reductasa Glutation Peroxidasa
(umol/min-gr Hb) (umol/min-gr Hb)
TESTS NEUROLOGICOS
PHES r=-0,370 r=-0,347
p=0,005 p=0,009
Test d2_TR r=-0,348 r=-0,465
p=0,011 p<0,001
TA ns r=-0,457
p=0,001
TOT r=-0,329 r=-0,465
p=0,016 p<0,001
CON r=-0,314 r=-0,440
p=0,022 p=0,001
Coordinacion Bimanual r=0,436 r=0,445
(centésimas minuto) p=0,001 p=0,001
Coordinacion Visuomotora r=0,420 r=0,533
(centésimas minuto) p=0,002 p<0,001
PARAMETROS BIOQUIMICOS
IL-6 (pg/ml) r=0,478 ns
p<0,001
IL-18 (pg/ml) r=0,487 r=0,486
p<0,001 p<0,001
Amonio (uM) r=0,420 ns
p=0,003
GMPc (pg/ml) ns r=0,365
p=0,003

El nimero de sujetos incluido en el analisis de correlacion (test de correlacién de Pearson) es de 34
controles, 46 cirréticos sin EHM y 34 con EHM. (PHES, ‘Psycometric Hepatic Encephalopathy Score’; TR,
total de respuestas; TA, total de aciertos; CON, concentracion)
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El aumento de la actividad GR en eritrocitos también se correlaciona con la inflamacion,
medida por el aumento de los niveles séricos de las citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-18 v,
con la hiperamonemia. El aumento en la actividad GPx se correlaciona con la inflamacidn,

principalmente con el aumento de IL-18, y con el aumento de GMPc plasmatico (Tabla 13).

En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo/nitrosativo, Unicamente encontramos
correlacién entre el aumento del MDA con el aumento de la actividad GR (r=0,371; p=0,003) y

de la actividad GPx (r=0,467; p<0,001).

Por otra parte, las actividades de diferentes enzimas antioxidantes se correlacionan
entre si: el aumento en la actividad GR se correlaciona con el aumento de la actividad Catalasa
(r=0,470; p<0,001) y de la SOD (r=0,485; p=0,002). También existe una correlacién entre el
aumento de la actividad Catalasa y de la SOD (r=0,549; p<0,001).

4.3.2. Actividad de las enzimas antioxidantes en células mononucleares

En células mononucleares el aumento de la actividad de la Catalasa, Glutatién Reductasa
(GR) y Glutatién Peroxidasa (GPx) se correlaciona con alteraciones neuroldgicas en los

pacientes.

El aumento en la actividad Catalasa se correlaciona con una disminucion en la velocidad
de procesamiento y atencidn, medida por la disminucién en la puntuacién del test NCT-B de la
bateria PHES (r=-0,365; p=0,007), y con alteracidn de la coordinacion motora medida por el

enlentecimiento visuomotor (centésimas de minuto: r=0,385; p=0,005).

El aumento de la actividad GR se correlaciona con una disminucidén en la memoria de

trabajo evaluada con el test oral de Letras y Numeros (n2 de aciertos: r=-0,466; p=0,011).

Por ultimo, el aumento en la actividad GPx se correlaciona con disminuciones en (Tabla

14):

1) el procesamiento de sefiales visuales (alteracién cortical) medido con la Frecuencia
Critica de Parpadeo (FCP)
2) la puntuacion total de la bateria PHES

3) una disminucidn en la velocidad de procesamiento y atencidn (test NCT-B)
4) en la coordinacion visuoespacial (tests SD y LTT de la bateria PHES)
5) en la coordinacién motora bimanual y visuomotora

6) en la concentracién mental evaluadas mediante el test d2.
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Tabla 14. Correlaciones entre la actividad Glutation Peroxidasa en
células mononucleares y la capacidad para realizar algunos tests

TESTS GPx (umol/min-gr Hb)

FCP (Hz) r=-0,434
p=0,005
PHES r=-0,509
p<0,001
NCT-B r=-0,401
p=0,006
SD r=-0,460
p=0,001
LTT r=-0,389
p=0,005
Test Bimanual r=0,513
(centésimas minuto) p<0,001
Test Visuomotor r=0,549
(centésimas minuto) p<0,001
Test d2_CON r=-0,365
p=0,013

El nimero de sujetos incluido en el andlisis de correlacion (test de
correlacion de Pearson) es de 34 controles, 46 cirréticos sin EHM y 34 con

EHM. (PHES, ‘Psycometric Hepatic Encephalopathy Score’; NCT-
A/NCT-B, test de conexidon numérica B; LTT, test de linea quebrada;
SD, puntos seriados; CON, concentracion).

En cuanto a los pardmetros bioquimicos, el aumento de los nitritos en plasma
correlaciona con el aumento de la actividad de la Catalasa (r=0,405; p=0,001) y de la SOD
(r=0,342; p=0,004). Por otra parte, el aumento de los niveles de GMPc en plasma correlaciona
con un aumento de la actividad de la GR (r=0,345; p=0,010) y de la actividad GPx (r=0,384;
p=0,003).

El aumento en el MDA, indicador de oxidacion lipidica correlaciona con el aumento de la
actividad Catalasa (r=0,387; p=0,001) y GPx (r=0,444; p<0,001) y, en menor medida, con la
actividad GR (r=0,338; p=0,011) y Glutatidn S-Transferasa (r=0,346; p=0,011).

Por otra parte, las actividades de diferentes enzimas antioxidantes se correlacionan
entre si: el aumento en la actividad de la GR correlaciona con el de la Catalasa (r=0,368;
p=0,011) y de la Glutation S-Transferasa (r=0,456; p=0,001) y, el aumento en la actividad GPx
correlaciona con el de la Catalasa (r=0,382; p=0,007) y con la GR (r=0,420; p=0,003).
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5. Estudio del estrés oxidativo/nitrosativo mediante citometria de flujo

Se realizd un amplio estudio mediante citometria de flujo de las especies reactivas del
oxigeno/nitrégeno y otros parametros indicativos de estrés oxidativo/nitrosativo (como el
potencial de membrana mitocondrial) en diversas poblaciones celulares de la serie blanca

obtenidas a partir de sangre de los controles y pacientes.
Los pardmetros estudiados en los distintos tipos celulares de los sujetos fueron:

- Superéxido celular: con el fluorocromo hidroetidina (HE)

- Superéxido mitocondrial: con el fluorocromo MitoSox (MTX)

- Perdxidos y peroxinitrito: con el fluorocromo dihidrorodamina (DHR)

- Especies reactivas del oxigeno (ROS), principalmente H,0,: con el fluorocromo
diclorofluoresceina (DCF)

- Tioles reducidos (esencialmente GSH): con el fluorocromo 5-clorometilfluoresceina
(CMF)

- Oxido nitrico: con el fluorocromo diaminofluoresceina (DAF)

- Potencial de membrana mitocondrial: con el fluorocromo tetrametilrodamina (TMRM)

Las subpoblaciones celulares de la serie blanca estudiadas fueron (Figura 46):

LEUCOCITOS

- Leucocitos

- Neutrofilos ! : !
- Monocitos a . @\

- Linfocitos T NEUTD-R.C')FILOS MON(;CITOS LIN?OTITOS

- Linfocitos T CD8+ [ |

2P

- Linfocitos B LINFOCITOST  LINFOCITOSB  LINFOCITOS NK

| (Natural Killer)

| TCD8+ | | TCD8- |

- Linfocitos T CD4+ (CDS8-)

- Linfocitos totales (T, B y NK)

Figura 46. Esquema de las subpoblaciones
leucocitarias

En primer lugar, se analizaron los niveles basales de los pardmetros de estrés
oxidativo/nitrosativo en cada subpoblacion celular. Posteriormente, se indujo la produccién de
algunos radicales y se analizé la respuesta de la célula a esta induccidn, mediante el calculo del

ratio del nivel de cada pardmetro tras la induccién respecto a su nivel basal.
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5.1. Peréxido de hidrégeno (H,0,)

Los niveles de especies reactivas del oxigeno en general (ROS), principalmente H,0, se
estudian mediante la fluorescencia emitida al reaccionar con la diclorofluoresceina (DCF)

cuando ésta entra en la célula.

Los niveles basales de H,0, se encuentran aumentados significativamente en pacientes
con EHM respecto a los controles en Leucocitos, Neutréfilos, Linfocitos T CD8+ y CD4+. En el
resto de poblaciones celulares (Monocitos, Linfocitos T, B y totales) existe una tendencia al
aumento en pacientes con EHM pero las diferencias no son significativas. Los pacientes con
EHM tienen aumentados los niveles basales de H,0, respecto a los pacientes sin EHM en

Neutrofilos.

En los pacientes sin EHM existe una tendencia al aumento de H,0, en comparacién con
los controles en Leucocitos, Neutréfilos, Monocitos, Linfocitos T CD4+, aunque la diferencia no

es significativa (Tabla 15 y Figura 47).

La adiciéon de la Plumbagina, que genera un aumento de superdxido, aumenta la
fluorescencia en los controles y ambos grupos de pacientes en todas las poblaciones celulares,
excepto en los Linfocitos T CD8+ y CD4+, en los cuales solo aumenta en los pacientes con EHM

y en los Linfocitos B en los cuales no aumenta en los pacientes sin EHM (Tabla 15 y Figura 47).

Para estudiar la respuesta de los niveles de perdxido de hidrogeno (H,0,) en la célula a
un aumento de anidén superdxido generado por la Plumbagina, se calculé el ratio entre los
niveles de fluorescencia de DCF tras adicidon de Plumbagina y los basales. Este ratio, que mide
el aumento de H,0, inducido como consecuencia del aumento de superdxido inducido por la
Plumbagina, esta aumentado significativamente en los pacientes con EHM respecto a los
controles en Leucocitos, Neutréfilos, Monocitos, Linfocitos T, Linfocitos T CD8+ y CD4+,
mientras que en Linfocitos B y totales hay una tendencia al aumento sin diferencias
significativas. Existe un aumento significativo en el ratio en pacientes con EHM respecto a los

pacientes sin EHM en Leucocitos, Neutrdéfilos, Monocitos y Linfocitos T CD8+.

En los pacientes sin EHM existe una tendencia al aumento de dicho ratio en
comparacion con los controles en Neutrdfilos, Linfocitos T CD4+, Linfocitos B y totales, aunque

las diferencias no son significativas (Tabla 16 y Figura 48).
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Tabla 15. Niveles de peroxido de hidrégeno en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina en las
diferentes poblaciones celulares

Poblacién CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs
celular EHM
Intensidad de fluorescencia (I.F) de DCF
basal 15+2 21+3 24 +2° ns
Leucocitos
Pb 105 + 19%*** 147 £25%%% 264 + 20*** Pbb p<0,001
basal 17 +2 20+4 33+5° p<0,05
Neutrofilos
Pb 119 + 19%** 160 +38*** 429 +38**+ PP 10001
basal 20+4 295 29+5 ns
Monocitos
Pb 36+ 7* 55+ 9* 113 + 24%%° ns
basal 7+1 8+1 1142 ns
Linfocitos T
Pb 11+ 1%* 14 + 2** 24 £ 3¥¥x/b0 p<0,05
Linfocitos T basal 61 9+1 12+2° ns
CD8+ Pb 6,6 +0,7 12+2 23 4 3xH bbb p<0,01
Linfocitos T basal 6+1 1142 12+2° ns
CD4+ Pb 8,4+0,8 23+6° 26 & 3**x/ b0 ns
basal 13+1 16 +2 15+ 3 ns
Linfocitos B
Pb 18 + 1** 26+6 30 £ 4** ns
Linfocitos basal 7+1 10+1 12+2 ns
totales Pb 13 + 2% 21+ 5% 32 + GH** b ns

Se muestra la intensidad de fluorescencia de diclorofluoresceina (DCF) en condiciones basales y tras
adicion de Plumbagina 10 ng/ml (Pb). Los datos son los mismos representados en la Figura 47. Los
valores son la media + SEM del numero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28).
Los valores significativamente diferentes tras la adicién de Pb y sus basales se indican con asteriscos
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Los valores significativamente diferentes entre basales de los grupos
de pacientes comparados con los de los controles se indican con ‘@’ (ap<0,05) y las diferencias
significativas tras la adicion de Pb entre los pacientes y los controles se indican con ‘b’ (bp<0,05;

bb5<0,01; *P°p<0,001).
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DCF (Intensidad de Fluorescencia)

DCF (Intensidad de Fluorescencia) DCF (Intensidad de Fluorescencia)

DCF (Intensidad de Fluorescencia)

Figura 47. Niveles de perdoxido de hidrégeno en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina en los
distintos tipos celulares. Se muestra la intensidad de fluorescencia (I.F.) de diclorofluoresceina (DCF) en condiciones
basales (barras blancas) y tras la adiciéon de Pb 10 ng/ml (barras grises) en las poblaciones celulares estudiadas. Los
valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores
significativamente diferentes entre |.F basal y tras adicion de Pb en el mismo grupo de sujetos se indican con asteriscos;
entre |.F basal en pacientes respecto a controles con ‘a’; entre I.F y tras adicion de Pb en pacientes respecto a controles
con ‘b’; entre |.F basal de pacientes con y sin EHM con ‘c’; entre I.F y tras adicién de Pb de pacientes con y sin EHM con
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Tabla 16. Aumento del peréxido de hidrégeno inducido por Plumbagina en las diferentes poblaciones
celulares

Poblacion celular CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs EHM
Ratio DCF Pb/basal
Leucocitos 71 71 11 £ 2%* p<0,05
Neutrofilos 71 8+2 13 + 2% p<0,05
Monocitos 1,8+0,2 1,9+0,3 3,9+0,5%* p<0,01
Linfocitos T 1,5+0,1 1,8+0,1 2,2+0,2* ns
Linfocitos T CD8+ 1,1+0,1 1,3+0,1 1,9+0,3* p<0,05
Linfocitos T CD4+ 1,4+0,1 2,1+0,3 2,2+0,3* ns
Linfocitos B 1,2+0,2 1,6+0,2 2,0+0,2 ns
Linfocitos totales 1,8+0,3 2,1+0,3 2,7+0,4 ns

Se muestra el ratio entre los niveles de fluorescencia de la diclorofluoresceina (DCF) tras adicion de
plumbagina (Pb) 10 ng/ml y los basales. Los datos son los mismos representados en la Figura 48. Los
valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los
valores significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01).
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Figura 48. Aumento de H,0, inducido por Plumbagina (Pb) en distintos tipos celulares. Se muestra el
ratio entre la intensidad de fluorescencia de la Diclorofluoresceina (DCF) tras adicion de Pb 10 ng/ml y en
condiciones basales en las poblaciones celulares estudiadas. Los valores son la media + SEM del nimero de
sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores significativamente diferentes entre

grupos se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01).
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5.2. Anidn superoxido celular

El anidn superdéxido celular se determina mediante su conjugacion a la hidroetidina (HE)

gue emite fluorescencia al entrar en la célula y reaccionar con el superdxido.

Los niveles basales de superdxido celular estan disminuidos en los pacientes con EHM
respecto a los cirréticos sin EHM y controles en todas las poblaciones celulares estudiadas. Los
pacientes sin EHM muestran una disminucidn significativa respecto a los controles Unicamente

en los Linfocitos B (Tabla 17 y Figura 49).

Tras la adicion de Plumbagina, como era de esperar, aumenta significativamente el
superdxido celular (la fluorescencia de la HE) en los controles y en ambos grupos de pacientes
en todas las poblaciones celulares, excepto en los Linfocitos T CD8+ en los pacientes con EHM

y, en los Linfocitos CD4+ y Linfocitos B en los pacientes sin EHM (Tabla 17 y Figura 49).

Para estudiar la respuesta de la célula a un aumento de anidn superdxido, se calculé el
ratio entre los niveles de fluorescencia de HE tras la adicién de Plumbagina (Pb) y los basales.
Es decir, los datos que se muestran en la Tabla 18 son el aumento de superdxido celular

inducido por Pb expresados como numero de veces del valor basal.

El aumento de superdxido celular tras adicion de Pb es significativamente menor en los
pacientes con EHM que en los controles en Leucocitos, Neutréfilos, Linfocitos T CD8+ y CD4+ y
en los Linfocitos totales, mientras que no es diferente en Monocitos, Linfocitos T y Linfocitos B.
En los pacientes con EHM el aumento de superdxido es menor que en los pacientes sin EHM

en Leucocitos, Linfocitos T CD8+ y Linfocitos totales (Tabla 18 y Figura 50).

Los pacientes sin EHM tienen el ratio disminuido significativamente respecto a los

controles en Neutréfilos (Tabla 18 y Figura 50).
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Tabla 17. Niveles de superdxido celular basales y tras adicion de Plumbagina en las diferentes
poblaciones celulares

Poblacidn CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs
celular EHM
Intensidad de fluorescencia (I.F) de HE
basal 19+3 203 13 +1° p<0,01
Leucocitos b
Pb 133 + 28*** 160 + 33*** 48 £ 12** p<0,01
basal 18+2 18+2 12+1°* p<0,01
Neutrofilos
Pb 216 £44*** 90 +22** P g7 4 3%k P00 ns
basal 285 22+3 13+1* p<0,01
Monocitos
Pb 98 + 16*** 101 + 17%** 75 £ 15%** ns
basal 14 +2 15+2 9+1° p<0,05
Linfocitos T
Pb 36 £ 5*** 41 + 9** 18 + 4* p<0,05
Linfocitos T basal 14+2 14+2 7,8+0,8° p<0,05
CD8+ Pb 36 + 6** 35 + 9% 12+2° p<0,05
Linfocitos T basal 14 +2 14 +2 7,1+0,9° p<0,05
CD4+ Pb 35+ 6** 2949 10+£2° ns
basal 9+1 56+0,8° 3,7+0,3% p<0,05
Linfocitos B
Pb 31 +10* 2119 11 + 2%** ns
Linfocitos basal 13+2 13+2 7,3+0,7° p<0,05
totales Pb 45 + ¥** 46 + 9** 24 + 5% p<0,01

Se muestra la intensidad de fluorescencia de hidroetidina (HE) en condiciones basales vy tras adicién de
Plumbagina 10 ng/ml (Pb). Los datos son los mismos representados en la Figura 49. Los valores son la
media * SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores
significativamente diferentes tras adicién de Pb y sus basales se indican con asteriscos (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001). Los valores significativamente diferentes entre basales de los grupos de
aaa

p<0,001) vy las
diferencias significativas tras adicidén de Pb entre los pacientes y los controles se indican con ‘b’ (bp<0,05;
bb

p<0,01).

. . . a aa
pacientes comparados con los de los controles se indican con ‘a’ ("p<0,05; " p<0,01;
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Figura 49. Niveles de superdxido celular en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina en los
distintos tipos celulares. Se muestra la intensidad de fluorescencia (I.F.) tras adicion de hidroetidina (HE) en
condiciones basales (barras blancas) y tras la adiciéon de Pb 10 uM (barras grises) en las poblaciones celulares
estudiadas. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM
n=28). Los valores significativamente diferentes entre I.F basal y tras adicion de Pb en el mismo grupo de sujetos se
indican con asteriscos; entre I.F basal en pacientes respecto a controles con ‘a’; entre |.F tras adicion de Pb en
pacientes respecto a controles con ‘b’; entre I.F basal de pacientes con y sin EHM con ‘c’; entre I.F tras adicion de Pb de

. . «p (%sab,cd ,aa,bb,cc,dd ,aaa,bbb,ccc,ddd
pacientes con y sin EHM con ‘d’ (¥#%“®p<0,05; **3HP%C0C 0 g7, **4a330,0880, 6 001 ).
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Tabla 18. Aumento del superéxido celular inducido por la Plumbagina en las diferentes poblaciones
celulares

Poblacion celular CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs EHM
Ratio HE Pb/basal
Leucocitos 71 8+1 3,7+0,7* p<0,05
Neutrofilos 12+3 5+1,0* 5,6 +0,8* ns
Monocitos 3,5+0,6 4,6 £0,8 58+1,0 ns
Linfocitos T 2,6+0,2 2,7+0,4 2,0+0,3 ns
Linfocitos T CD8+ 2,6+0,3 2,5+04 1,5+0,2* p<0,05
Linfocitos T CD4+ 2,5+0,3 2,1+0,4 1,4+£0,2* ns
Linfocitos B 3,4+0,8 3,7+0,9 3,0+0,6 ns
Linfocitos totales 3,304 3,4+0,5 1,9 +£0,3%* p<0,05

Se muestra el ratio entre los niveles de fluorescencia de la hidroetidina (HE) tras adicién de plumbagina
(Pb) 10 ng/ml y los basales. Los datos son los mismos representados en la Figura 50. Los valores son la
media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores
significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01).
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SUPEROXIDO CELULAR
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Figura 50. Aumento de superéxido celular inducido por Plumbagina (Pb) en los distintos tipos
celulares. Se muestra el ratio entre la intensidad de fluorescencia de la hidroetidina (HE) tras adicién de Pb 10
ng/mly en condiciones basales en las distintas poblaciones celulares. Los valores son la media + SEM del nimero
de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores significativamente diferentes entre

grupos se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01).
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5.3. Anion superdéxido mitocondrial

El anidn superéxido mitocondrial se determina midiendo la fluorescencia emitida por
reaccién con el MitoSox (MTX) que atraviesa la membrana mitocondrial y reacciona con el

superoéxido mitocondrial.

Los niveles basales de superdxido mitocondrial se encuentran aumentados en pacientes
con EHM comparado con los controles en Leucocitos, Neutréfilos, Monocitos, Linfocitos B y
totales y, no estan alterados en Linfocitos T, Linfocitos T CD8+ y T CD4+. En los pacientes con
EHM respecto a los pacientes sin EHM se observa un aumento de superdxido mitocondrial

basal en Monocitos (Tabla 19 y Figura 51).

Los pacientes sin EHM tienen aumentados los niveles basales de superdxido
mitocondrial respecto a los controles en Leucocitos, Neutréfilos y Linfocitos B (Tabla 19 y

Figura 51).

Tras la adicién de la Plumbagina, aumenta significativamente el superdxido mitocondrial
(la fluorescencia del MTX) en los controles y en ambos grupos de pacientes en todas las
poblaciones celulares, excepto en los Linfocitos B de los pacientes con EHM (Tabla 19 y Figura

51).

Para estudiar la respuesta del superdéxido mitocondrial a un aumento de anién
superoéxido, se calculé el ratio entre sus niveles tras adicién de plumbagina y los basales. Dicho
ratio disminuye tanto en pacientes con EHM como sin EHM respecto a los controles en
Linfocitos T y B, y no se altera en las otras poblaciones. En los pacientes con EHM el ratio es

menor que en los pacientes sin EHM en los linfocitos B (Tabla 20 y Figura 52).
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Tabla 19. Niveles de superdxido mitocondrial en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina en
las diferentes poblaciones celulares

Poblacidn CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs
celular EHM
Intensidad de fluorescencia (I.F) de MTX
basal 0,9+0,2 2,9+0,5° 2,5+0,4° ns
Leucocitos
Pb 5 1*H* 12 + 3%%P 11 + 1¥** ns
basal 0,8+0,1 2,1+0,4° 1,6 +0,2° ns
Neutrofilos
Pb 3,0 £0,7** 7+2% 8+ 1¥¥%b ns
basal 1,6+0,4 1,9+0,3 4,0+0,7° p<0,05
Monocitos
Pb 11 +4* 10 + 3** 24 + 6** ns
basal 1,3+0,3 1,7+0,4 1,8+0,3 ns
Linfocitos T
Pb 12 + 3** 9 + 1*** Q + 2*** ns
Linfocitos T basal 1,4+0,3 1,4+0,4 1,2+0,2 ns
CD8+ Pb 7 £ 2** 7 £ 1¥** 6+2* ns
Linfocitos T basal 1,0+0,2 1,1+0,2 0,8+0,1 ns
CD4+ Pb 4,1+0,6*%** 6+ 1%** 4+ 1** ns
basal 0,42 + 0,07 0,9 +0,1° 1,1+0,3° ns
Linfocitos B
Pb 4,6 +0,8%** 4+ 1** 20+0,5° Ns
Linfocitos basal 0,9+0,2 1,9+0,3° 1,7+0,3° Ns
totales Pb 10 £ 1%** 15 £ 3*** 14 + 4** Ns

Se muestra la intensidad de fluorescencia de mitoSox (MTX) en condiciones basales vy tras adicion de
Plumbagina 10 ng/ml (Pb). Los datos son los mismos representados en la Figura 51. Los valores son la
media * SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores
significativamente diferentes tras la adicién de Pb y sus basales se indican con asteriscos (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001). Los valores significativamente diferentes entre basales de los grupos de
pacientes comparados con los de los controles se indican con ‘a’ (ap<0,05) y las diferencias significativas

tras la adicion de Pb entre los pacientes y los controles se indican con ‘b’ (bp<0,05).
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Figura 51. Niveles de superdxido mitocondrial en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina
en los distintos tipos celulares. Se muestra la intensidad de fluorescencia (I.F.) tras adicion de mitoSox (MTX)
en condiciones basales (barras blancas) y tras la adicién de Pb 10 ng/ml (barras grises) en las poblaciones
celulares estudiadas. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM
n=22, EHM n=28). Los valores significativamente diferentes entre I.F basal y tras adicion de Pb en el mismo grupo
de sujetos se indican con asteriscos; entre |.F basal en pacientes respecto a controles con ‘a’; entre I.F tras adicién
de Pb en pacientes respecto a controles con ‘b’; entre I.F basal de pacientes con y sin EHM con ‘c’; entre I.F tras

adicién de Pb de pacientes con y sin EHM con
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Tabla 20. Aumento del
poblaciones celulares

Poblacion celular

Leucocitos
Neutrdfilos
Monocitos
Linfocitos T
Linfocitos T CD8+
Linfocitos T CD4+

Linfocitos B

Linfocitos totales

superdxido mitocondrial inducido por Plumbagina en las diferentes

CONTROL

SIN EHM EHM
Ratio MTX Pb/basal

411 4,4+0,6

3,2+0,7 51+0,7
51 61
5,1+0,8* 5+1*
51 51
51 51

5+ 1%* 1,9+ 0,4***

811 8t1

SIN EHM vs EHM

ns

ns
ns
ns
ns
ns

p<0,05

ns

Se muestran los ratios entre los niveles de fluorescencia del MitoSox (MTX) tras adicion de plumbagina (Pb)
10 ng/ml y los basales. Los datos son los mismos representados en la Figura 52. Los valores son la media =
SEM del nuimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores
significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01; p<0,001).
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Figura 52. Aumento de superdxido mitocondrial inducido por Plumbagina (Pb) en distintos tipos
celulares. Se muestra el ratio entre la intensidad de fluorescencia del MitoSox (MTX) tras adicién de Pb 10 ng/ml
y en condiciones basales en las distintas poblaciones celulares estudiadas. Los valores son la media + SEM del
numero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores significativamente diferentes

entre grupos se indican con asteriscos (¥p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5.4. Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico (NO) se determina midiendo la fluorescencia emitida por la

Diaminofluoresceina (DAF) que atraviesa la membrana celular y reacciona con el éxido nitrico.

Los niveles basales de dxido nitrico estdn aumentados en los pacientes con EHM respecto a
los controles en todas las poblaciones celulares estudiadas excepto en Neutréfilos y Monocitos,
en las cuales existe una tendencia al aumento sin que las diferencias sean significativas. En los
pacientes con EHM, el éxido nitrico basal aumenta marcadamente respecto a los sin EHM en los

linfocitos totales (Tabla 21 y Figura 53).

Los pacientes sin EHM tienen aumentados los niveles basales de éxido nitrico respecto a los
controles en Leucocitos, Linfocitos T, Linfocitos T CD8+ y T CD4+ y Linfocitos totales (Tabla 21y

Figura 53).

Tras la adicién de NOR-1, un agente generador de dxido nitrico, aumenta el éxido nitrico
(la fluorescencia del DAF) en los controles en todas las poblaciones celulares, en los pacientes
sin EHM en todas las poblaciones celulares, excepto en los Neutréfilos y Linfocitos B. En los
pacientes con EHM el éxido nitrico sélo aumenta en los Linfocitos T CD8+ (Tabla 21 y Figura

53).

Para estudiar la respuesta del 6xido nitrico celular a un aumento de éxido nitrico, se
calculd el ratio entre los niveles de fluorescencia del DAF tras la adicién del agente generador
de 6xido nitrico, NOR-1 y los basales. Este ratio disminuye en pacientes con EHM respecto a los
controles en todas las poblaciones estudiadas y con respecto a los pacientes sin EHM en todas

las poblaciones celulares excepto en Linfocitos B (Tabla 22 y Figura 54).

Los pacientes sin EHM tienen el ratio disminuido respecto a los controles en Monocitos,

Linfocitos T CD4+ y en Linfocitos B (Tabla 22 y Figura 54).
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Tabla 21. Niveles de o6xido nitrico en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina en las
diferentes poblaciones celulares

Poblacidn CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs
celular EHM
Intensidad de fluorescencia (I.F) de DAF
Basal 2,7+0,2 3,6+0,2° 4,0+0,3* ns
Leucocitos
NOR-1 7 £ 1%** 9,0 £ 0,9*** 4,6+0,3 p<0,001
Basal 2,8+0,2 4,1+0,7 3,7+0,4 ns
Neutrofilos
NOR-1 7 £ 1%** 9+2 4,3+0,6 p<0,05
Basal 6,1+1,0 7,4+0,8 7,6+0,9 ns
Monocitos
NOR-1 17 + 2% 11 £ 1% 0P 8,0+0,9 " ns
Basal 1,3+0,1 1,8+0,1° 2,2+0,2% ns
Linfocitos T
NOR-1 3,8+0,8%* 4,3+0,7%* 2,5+0,2 ns
Linfocitos T Basal 1,4+0,1 1,9+0,1° 2,3+0,2% ns
CD8+ NOR-1 3,9+0,8** 4,4 +0,8*%* 3,1+0,2** ns
Linfocitos T Basal 1,1+0,1 1,7+0,2* 2,1+0,2 % ns
CD4+ NOR-1 6+ 1%** 3,6 £0,6%** 2,4+0,.2° ns
Basal 1,9+0,2 2,4+0,3 2,8+0,3° ns
Linfocitos B
NOR-1 3,0+0,3** 2,9+0,4 3,0+£0,2 ns
Linfocitos Basal 1,3+0,1 2,1+0,2° 3,1+0,2%* p<0,001
totales NOR-1 3,3+0,5%** 4,2 +0,5%** 3,5+0,2 ns

Se muestra la intensidad de fluorescencia de diaminofluoresceina (DAF) en condiciones basales y tras
adicion de NOR-1 250 uM. Los datos son los mismos representados en la Figura 53. Los valores son la
media * SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores
significativamente diferentes tras adicion de NOR-1 y sus basales se indican con asteriscos (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001). Los valores significativamente diferentes entre basales de los grupos de
pacientes comparados con los de los controles se indican con ‘a’ (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001) y las
diferencias significativas tras adicion de NOR-1 entre los pacientes y los controles se indican con ‘b’
(°p<0,05; *Pp<0,01).
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Figura 53. Niveles de dxido nitrico en condiciones basales y tras adicion de NOR-1 en los distintos tipos
celulares. Se muestra la intensidad de fluorescencia (I.F.) tras adicién de diaminofluoresceina (DAF) en condiciones
basales (barras blancas) y tras la adicion de NOR-1 250 uM (barras grises) en las poblaciones celulares estudiadas.
Los valores son la media = SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los
valores significativamente diferentes entre I.F basal y tras adicién de NOR-1 en el mismo grupo de sujetos se indican
con asteriscos; entre I.F basal en pacientes respecto a controles con ‘a’; entre I.F tras adicién de NOR-1 en pacientes
respecto a controles con ‘b’; entre I.F basal de pacientes con y sin EHM con ‘c’; entre I.F tras adicion de NOR-1 de
pacientes con v sin EHM con ‘d’ (¥*P%%5<0,05; **23B0ccdd, g o7, s k.aaabbbeccddd, g 55
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Tabla 22. Aumento del 6xido nitrico inducido por NOR-1 en las diferentes poblaciones celulares

Poblacion celular CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs EHM
Ratio DAF NOR1/basal
Leucocitos 2,604 2,6+0,3 1,15 £ 0,04** p<0,01
Neutrofilos 25104 2,2+0,3 1,16 £ 0,05** p<0,01
Monocitos 2,8+0,6 1,5+0,1* 1,08 + 0,02*** p<0,01
Linfocitos T 2,9+0,6 24+0,3 1,14 £ 0,05** p<0,05
Linfocitos T CD8+ 2,8+0,6 23104 1,12 £ 0,06** p<0,05
Linfocitos T CD4+ 51 2,1+0,3* 1,13 £ 0,05*** p<0,01
Linfocitos B 1,6+0,2 1,19 £ 0,08* 1,09 £ 0,04** ns
Linfocitos totales 2,5+0,5 2,0£0,3 1,12 £ 0,04** p<0,01

Se muestran los ratios entre los niveles de fluorescencia de la diaminofluoreceina (DAF) tras adicién de
NOR-1 250 uM vy los basales. Los datos son los mismos representados en la Figura 54. Los valores son la
media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores
significativamente diferentes de los controlesa se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01).
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Figura 54. Aumento de 6xido nitrico inducido por NOR-1 en distintos tipos celulares. Se muestra el
ratio entre la intensidad de fluorescencia de Diaminofluoresceina tras adicién de NOR-1 250 uM y en condiciones
basales en las distintas poblaciones celulares estudiadas. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos
estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores significativamente diferentes entre grupos se

indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5.5. Perdxidos y Peroxinitrito

Los perdxidos y el radical peroxinitrito se determinan midiendo la fluorescencia emitida
tras la reaccién con la Dihidrorodamina (DHR) cuando ésta atraviesa la membrana celular y

reacciona con éstos.

Los niveles basales de perdxidos/peroxinitritos estan disminuidos en los pacientes con
EHM respecto a los controles en todas las poblaciones estudiadas excepto en Monocitos. Los
pacientes con EHM, tienen menores niveles basales que los pacientes sin EHM en Linfocitos T

CD8+, Linfocitos T CD4+ y Linfocitos B (Tabla 23 y Figura 55).

Los pacientes sin EHM tienen niveles basales de perdxidos/peroxinitrito menores que los

controles sélo en Neutréfilos (Tabla 23 y Figura 55).

Tras la adiciéon de la Plumbagina, que genera superdxido, aumentan los niveles de
perdxidos/peroxinitrito (la fluorescencia de DHR) en los controles y en ambos grupos de

pacientes en todas las poblaciones celulares (Tabla 23 y Figura 55).

Para estudiar la respuesta de los niveles de perdxidos/peroxinitrito en la célula a un
aumento de superdxido se calculd el ratio entre los niveles de fluorescencia de DHR tras
adicidn de Plumbagina 10 ng/ml y los basales. Este ratio estda aumentado en los pacientes con
EHM respecto a los controles y a los pacientes sin EHM en todas las poblaciones celulares
estudiadas, excepto en los Linfocitos B, donde hay una tendencia al aumento que no llega a ser
significativa respecto a los controles pero si respecto a los pacientes sin EHM (Tabla 24 y Figura

56).
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Tabla 23. Niveles de perdxidos/peroxinitrito en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina en
las diferentes poblaciones celulares

Poblacidn CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs
celular EHM
Intensidad de fluorescencia (I.F) de DHR
basal 10,8+ 0,9 10,1+0,8 8,5+0,6° Ns
Leucocitos
Pb 89 + 20*** 60+ 12%** 278 + 3g*** bbb p<0,001
basal 15+1 11 +1° 11+1° Ns
Neutrofilos —
Pb 149 + 37*** 77 £ 18*** 442 + 67*** p<0,001
basal 16+ 2 13+2 14+1 Ns
Monocitos
Pb 62 + 11*** 56 £ 9*** 143 + 25***b p<0,01
basal 4,9+0,5 43+0,5 3,4+0,2° Ns
Linfocitos T
Pb 19 + 2%** 22 + 3*** 27 £ 2¥** Ns
Linfocitos T basal 5,0+0,5 4,4 +0,5 3,3+0,2%* p<0,05
CD8+ Pb 20 + 3*** 24 + Q¥ ** 30 + 3**%b Ns
Linfocitos T basal 5,1+0,5 4,5+0,5 3,5+0,2° p<0,05
CD4+ Pb 16 + 3*** 17 + 2*** 25 + 2¥*xb p<0,05
basal 55+0,7 5,0+0,6 32+0,2* p<0,01
Linfocitos B
Pb 22 + 6** 19 + 3*** 20 £ 2*** Ns
Linfocitos basal 4,7+0,4 3,8+0,4 32+02%* Ns
totales Pb 21 + 3*** 17 + 4%* 35 + 4¥*xb p<0,01

Se muestra la intensidad de fluorescencia de dihidrorodamina (DHR) en condiciones basales y tras
adicion de Plumbagina (Pb) 10 ng/ml. Los datos son los mismos representados en la Figura 55. Los
valores son la media + SEM del numero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28).
Los valores significativamente diferentes tras adicion de Pb y sus basales se indican con asteriscos
(*p<0,05; ***p<0,001). Los valores significativamente diferentes entre basales de los grupos de
pacientes comparados con los de los controles se indican con ‘@’ (ap<0,05; aap<0,01) y las diferencias
significativas tras adicion de Pb entre los pacientes y los controles se indican con ‘b’

(°p<0,05°%°p<0,001).
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Figura 55. Niveles de peréxidos/peroxinitrito en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina (Pb)
en los distintos tipos celulares. Se muestra la intensidad de fluorescencia (I.F.) tras adicion de dihidrorodamina
(DHR) en condiciones basales (barras blancas) y tras la adicion de Pb 10 ng/ml (barras grises) en las poblaciones
celulares estudiadas. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22,
EHM n=28). Los valores significativamente diferentes entre I.F basal y tras adicion de Pb en el mismo grupo de sujetos
se indican con asteriscos; entre |.F basal en pacientes respecto a controles con ‘@’; entre |.F tras adicién de Pb en

pacientes respecto a controles con ‘b’; entre I.F basal de pacientes con y sin EHM con ‘c’; entre I.F tras adicion de Pb de

. . «p (%sab,cd ,aa,bb,cc,dd ,aaa,bbb,ccc,ddd
pacientes con y sin EHM con ‘d’ (¥#™“®p<0,05; **3%P%CC 0 g7, ***a330,0880, 6 001 ).
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Tabla 24. Aumento de los perdxidos/peroxinitrito inducidos por Plumbagina en las diferentes
poblaciones celulares

Poblacion celular CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs EHM
Ratio DHR Pb/basal
Leucocitos 82+1,38 59+1,0 32,7 £5,8%** p<0,001
Neutrofilos 9,9+2,2 7,0+1,1 40,2 + 8,1%** p<0,001
Monocitos 3,9+0,5 4,3+0,6 10,2 +1,5** p<0,01
Linfocitos T 3,8+0,5 50+0,6 7,8 +0,5%** p<0,01
Linfocitos T CD8+ 3,9+0,6 54+0,8 9,1+0,7*** p<0,01
Linfocitos T CD4+ 3,1+04 3,7+0,5 7,2+0,6%** p<0,001
Linfocitos B 40+1,3 3,8+0,6 6,3+0,6 p<0,05
Linfocitos totales 4,5+0,6 4,4+0,7 11,0 £ 1,0%** p<0,001

Se muestran los ratios entre los niveles de fluorescencia de dihidrorodamina (DHR) tras adicion de
plumbagina (Pb) 10 ng/ml y los basales. Los datos son los mismos representados en la Figura 56. Los
valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los
valores significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01;
**%*p<0,001).
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Figura 56. Aumento de peréxidos/peroxinitrito inducido por Plumbagina en distintos tipos celulares. Se
muestra el ratio entre la intensidad de fluorescencia de la Dihidrorodamina inducida por Plumbagina (Pb) 10 ng/ml y
en condiciones basales en las distintas poblaciones celulares estudiadas. Los valores son la media + SEM del nimero
de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores significativamente diferentes entre grupos

se indican con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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IV. Resultados

5.6. Tioles reducidos (GSH)

Los tioles reducidos, de los cuales el 95% es GSH, se determinan midiendo la
fluorescencia emitida por reaccion con la 5-clorometilfluoresceina (CMF) cuando atraviesa la

membrana celular y reacciona con éstos.

Los niveles basales de tioles reducidos estan aumentados en los pacientes con EHM en
todas las poblaciones celulares estudiadas respecto a los controles y, en Leucocitos,
Neutrdfilos, Linfocitos T, Linfocitos T CD8+, Linfocitos CD4+ y Linfocitos totales respecto a los

pacientes sin EHM (Tabla 25 y figura 57).

Los pacientes sin EHM también tienen aumentado el nivel basal de tioles reducidos

respecto a los controles en todas las poblaciones celulares (Tabla 25 y figura 57).

Tras la generacion de superéxido por adicién de Plumbagina, disminuyen los niveles de
GSH (la fluorescencia de CMF) en los controles y en ambos grupos de pacientes en todas las

poblaciones celulares (Tabla 25 y Figura 57).

Para estudiar la respuesta de los niveles de tioles reducidos a un aumento de superdéxido
se calculd el ratio entre los niveles de fluorescencia de CMF tras adicién de Plumbagina (Pb)
10 ng/ml vy los basales. Dicho ratio disminuye significativamente menos en los pacientes con
EHM respecto a los controles en Monocitos, Linfocitos B y Linfocitos totales y, disminuye
significativamente mas en Neutroéfilos. Aunque la tendencia en las otras poblaciones celulares
es a disminuir ligeramente, las diferencias no son significativas. En Monocitos, el ratio
disminuye significativamente menos en pacientes con EHM que en pacientes sin EHM (Tabla

26y Figura 58).

Los pacientes sin EHM tienen el ratio menos disminuido que los controles en Linfocitos

totales (Tabla 26 y Figura 58).
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Tabla 25. Niveles de tioles reducidos en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina en las
diferentes poblaciones celulares

Poblacién CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM
celular vs EHM
Intensidad de fluorescencia (I.F) de CMF
basal 6+1 21+3% 33+3% p<0,01
Leucocitos
Pb 3,5+0,7* 12 + 1¥* 0P 18 + 2% bbb p<0,05
basal 7+1 20+3 3@ 30+2 %@ p<0,01
Neutrofilos
Pb 43+0,7* 12 + 1% PbP 14 + ¥ bbb ns
basal 13+2 48 +9 * 66 + 8 2 ns
Monocitos
Pb 2,9 +£0,3%** 11 + 2%*%:P 22 4 2%¥ %/ bbb p<0,001
basal 3,6+0,5 13+2° 22 +3 %@ p<0,01
Linfocitos T
Pb 1,6 +0,2%**  53+(0,8*%*¥*Pb g g4 (g bbb p<0,01
Linfocitos T basal 3,7+0,4 13 +2 *@ 19 +2 *@ p<0,05
CD8+ Pb 1,8 + 0,2%** 5,8 +0,7*% b 7 84 7%%% bbb ns
Linfocitos T basal 3,5%+0,5 13+2° 26+3* p<0,001
CD4+ Pb 1,7+0,2* 6,1+0,7**  10,4+0,9¥**"® <0001
basal 2,9+0,2 18+ 1@ 16 +2 @ ns
Linfocitos B
Pb 0,64 +0,05%*%*% 7,4+0,9*%%%bb 704 grxx bbb ns
Linfocitos basal 3,7+0,5 13+2° 21+3°%¢ p<0,05
totales Pb 1,4 £ 0,1*** 6 + 1%*bP 10 + 1**: bbb p<0,01

Se muestra la intensidad de fluorescencia de 5-clorometilfluoresceina (CMF) en condiciones basales y
tras adicion de Plumbagina (Pb) 10 ng/ml. Los datos son los mismos representados en la Figura 57. Los
valores son la media = SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28).
Los valores significativamente diferentes tras adicion de Pb y sus basales se indican con asteriscos
(*p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001). Los valores significativamente diferentes entre basales de los grupos
aaa

p<0,001) y las
diferencias significativas tras adicién de Pb entre los pacientes y los controles se indican con ‘b’ (bp<0,05;

bb1<0,001).

. . . a aa
de pacientes comparados con los de los controles se indican con ‘a’ ("p<0,05; ~"p<0,01;
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Figura 57. Niveles de tioles reducidos en condiciones basales y tras adicion de Plumbagina (Pb) en los
distintos tipos celulares. Se muestra la intensidad de fluorescencia (I.F.) tras adicién de 5-clorometilfluoresceina (CMF)
en condiciones basales (barras blancas) y tras la adicion de Pb 10 ng/ml (barras grises) en las poblaciones celulares
estudiadas. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28).
Los valores significativamente diferentes entre I.F basal y tras adicion de Pb en el mismo grupo de sujetos se indican con
asteriscos; entre |.F basal en pacientes respecto a controles con ‘a’; entre I.F tras adicion de Pb en pacientes respecto a
controles con ‘b’; entre |.F basal de pacientes con y sin EHM con ‘c’; entre I.F tras adicidon de Pb de pacientes con y sin
EHM con ‘d’ (*,a,b,c,dp<0’05; **,aa,bb,cc,ddp<0101; ***,aaa,bbb,ccc,dddp<0’001 )
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Tabla 26. Disminucion de los niveles de tioles reducidos tras adicion de Pb

poblaciones celulares

Poblacion celular

Leucocitos
Neutrdfilos
Monocitos
Linfocitos T
Linfocitos T CD8+
Linfocitos T CD4+

Linfocitos B

Linfocitos totales

CONTROL

0,58 + 0,06

0,62 £ 0,06
0,22 +0,03
0,44 + 0,05
0,49 + 0,06
0,49 + 0,06
0,22 £0,02

0,37+0,03

SIN EHM EHM

Ratio CMF Pb/basal
0,59 £ 0,06 0,55 £ 0,05
0,58 +£0,06 0,48 +0,02*
0,22 £0,03 0,34 £0,03*
0,41 £0,04 0,39 £0,03
0,45 £ 0,06 0,41+£0,03
0,47 £ 0,04 0,40 £ 0,04
0,41 +0,04 0,44 +0,06*
0,47 £ 0,03* 0,46 £ 0,02*

en las diferentes

SIN EHM vs EHM

ns

ns
p<0,05
ns
ns
ns
ns

ns

Se muestran los ratios entre los niveles de fluorescencia de 5-clorometilfluoresceina (CMF) tras adicion de
plumbagina (Pb) 10 ng/ml y los basales. Los datos son los mismos representados en la Figura 58. Los
valores son la media + SEM del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los
valores significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos (*p<0,05).
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Figura 58. Disminucion de los tioles reducidos inducida por Plumbagina en distintos tipos celulares. Se
muestra el ratio entre la intensidad de fluorescencia de 5-clorofluoresceina tras adicién de Plumbagina (Pb) 10 ng/ml y
en condiciones basales en las distintas poblaciones celulares. Los valores son la media + SEM del nimero de sujetos
estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican

con asteriscos (*p<0,05).
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5.7. Potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial se determina midiendo la fluorescencia emitida
por la Tetrametilrodamina (TMRM). La despolarizacion de la membrana mitocondrial se
realiza mediante la adicion del agente despolarizante FCCP (Carbonyl cyanide 4-

(trifluoromethoxy)phenylhydrazone) 25 pM.

El potencial de membrana mitocondrial en condiciones basales esta disminuido en los
pacientes con EHM respecto a los controles en todas las poblaciones celulares estudiadas
excepto en Linfocitos T CD8+ y Linfocitos B. No hay diferencias significativas entre pacientes

cony sin EHM en ninguna poblacién celular (Tabla 27 y Figura 59).

En los pacientes sin EHM disminuye respecto a los controles en Monocitos, Linfocitos T

CD4+ y Linfocitos totales (Tabla 27 y Figura 59).

Al anadir el agente despolarizante FCCP, el potencial de membrana mitocondrial
disminuye en los controles pero apenas se modifica en los pacientes sin 6 con EHM en todas
las poblaciones celulares (excepto en Linfocitos B) aunque las diferencias sélo son significativas
en Leucocitos, Monocitos y Linfocitos T. Esto indica que en los pacientes ya existe una
despolarizacién previa a la induccién de ésta, por lo que el efecto del FCCP es pequeiio,
mientras que los controles responden al FCCP, despolarizdndose la membrana mitocondrial

(Tabla 27 y Figura 59).

Para estudiar la respuesta del potencial de membrana a la despolarizacién por FCCP se
calculé el ratio entre los niveles de fluorescencia de TMRM tras adicién de FCCP y los basales.
Este ratio es mayor (desciende menos) en Leucocitos y Monocitos de pacientes con 6 sin EHM
y, en Linfocitos T de pacientes con EHM que en los controles. Entre pacientes sin y con EHM no

existen diferencias (Tabla 28 y Figura 60).
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Tabla 27. Potencial de membrana mitocondrial en condiciones basales y tras adicion de FCCP en las
diferentes poblaciones celulares

Poblacidn CONTROL SIN EHM EHM SIN EHM vs
celular EHM
Intensidad de fluorescencia (I.F) de TMRM

basal 4,3+0,6 3,2+0,3 2,6+0,2° Ns

Leucocitos
FCCP 2,6 £0,2* 2,7%+0,3 2,2+%0,2 Ns
basal 4,7+0,7 3,7+0,5 3,0+0,2° Ns

Neutrofilos
FCCP 3,0£0,3 3,1+0,4 2,5+0,3 Ns
basal 7+2 3,1+0,5° 2,8+0,3% Ns

Monocitos
FCCP 3,0+0,3* 2,0+0,3* 1,8+0,2* Ns
basal 2,8+0,4 1,9+0,3 1,6+0,1° Ns

Linfocitos T
FCCP 1,7 +0,2* 1,4+0,2 1,26 + 0,09 Ns
Linfocitos T basal 3,2+0,4 2,7+0,2 2,8+0,3 Ns
CD8+ FCCP 2,5+0,3 2,4+0,2 2,5+0,2 Ns
Linfocitos T basal 2,8+0,5 1,6+0,2° 1,3+0,2* Ns
CD4+ FCCP 1,7+0,2 1,3+0,2 1,0+£0,1 Ns
basal 1,8+0,2 1,5+0,2 1,4+0,2 Ns

Linfocitos B
FCCP 1,7+0,3 1,1+0,1 1,1+0,1 ns
Linfocitos basal 2,6+0,3 1,7+0,2° 1,5+0,1%* ns
totales FCCP 1,9+0,1 1,4+0,1 1,2+0,1 ns

Se muestra la intensidad de fluorescencia de tetrametilrodamina (TMRM) en condiciones basales y tras
adicion de FCCP 25 uM (FCCP). Los datos son los mismos representados en la Figura 59. Los valores son
la media + SEM del numero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores
significativamente diferentes tras adicion de FCCP y sus basales se indican con asteriscos (*p<0,05). Los
valores significativamente diferentes entre basales de los grupos de pacientes comparados con los de los

controles se indican con ‘a’ (ap<0,05; aap<0,01).
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TMRM (Intensidad de Fluorescencia) TMRM (Intensidad de Fluorescencia) TMRM (Intensidad de Fluorescencia)

TMRM (Intensidad de Fluorescencia)

Figura 59. Potencial de membrana mitocondrial en condiciones basales y tras adicion del FCCP en los
distintos tipos celulares. Se muestra la intensidad de fluorescencia tras adicion de tetrametilrodamina (TMRM) en
condiciones basales (barras blancas) y tras la adicién de FCCP 25 uM (barras grises) en las poblaciones celulares
estudiadas. Los valores son la media + SEM del niumero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28).
Los valores significativamente diferentes entre I.F basal y tras adicién de FCCP en el mismo grupo de sujetos se indican
con asteriscos; entre |.F basal en pacientes respecto a controles con ‘@’; entre I.F tras adicion de FCCP en pacientes
respecto a controles con ‘b’; entre I.F basal de pacientes con y sin EHM con ‘c’; entre I.F tras adicién de FCCP de pacientes

con'y sin EHM con ‘d’ (***“%p<0,0
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Tabla 28. Potencial de membrana mitocondrial tras despolarizacion con FCCP en las diferentes

poblaciones celulares

Poblacion celular

Leucocitos
Neutrdfilos
Monocitos
Linfocitos T
Linfocitos T CD8+
Linfocitos T CD4+

Linfocitos B

Linfocitos totales

Se muestran los ratios entre los niveles de fluorescencia de tetrametilrodamina (TMRM) tras adicidn de
FCCP y los basales. Los valores son los mismos representados en la Figura 60. Los valores son la media +
SEM del numero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores

CONTROL

0,60 + 0,05
0,64 £ 0,06
0,43 + 0,06
0,61 +0,05
0,78 £ 0,05
0,61 +0,08
0,94 £ 0,08

0,73 £ 0,06

SIN EHM

EHM

Ratio TMRM FCCP/basal

0,84 +0,06*
0,84 £ 0,07
0,64 +0,06*
0,74 £ 0,07
0,89+ 0,05
0,81 +0,08
0,73 £0,07

0,82 +0,08

0,85 + 0,05**

0,83 +0,06
0,64 +0,05*
0,79 £ 0,03*

0,89 +0,03

0,77 £0,03

0,78 £0,06

0,80+ 0,03

SIN EHM vs EHM

Ns

Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns

Ns

significativamente diferentes de los controles se indican con asteriscos (*p<0,05; p<0,01).
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Figura 60. Potencial de membrana mitocondrial tras despolarizacion por FCCP en distintos tipos
celulares. Se muestra el ratio entre la intensidad de fluorescencia de Tetrametilrodamina (TMRM) tras adicién de
FCCP 25uM y en condiciones basales en las distintas poblaciones celulares estudiadas. Los valores son la media + SEM
del nimero de sujetos estudiados (control n=19, sin EHM n=22, EHM n=28). Los valores significativamente diferentes

entre grupos se indican con asteriscos (¥p<0,05; **p<0,01).
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6. Correlacion entre especies reactivas del oxigeno/nitrégeno en células
de la serie blanca y el dano oxidativo, inflamacion, hiperamonemia y
alteraciones neurologicas en pacientes con EHM

Las correlaciones entre las distintas especies reactivas del oxigeno/nitrégeno y cada uno
de los pardmetros bioquimicos analizados se presentan en las tablas 29 y 30 y, con cada uno

de los tests psicométricos analizados en las tablas 31y 32.

Los datos sobre el grado de significacion (valores de r y p) de las correlaciones que se
comentan en este apartado se presentan en tablas 35-39 en el anexo |. Se comentan aqui sélo

aquellas correlaciones que son significativas con valores de p<0,01 y r £-0,500 6 20,500.

6.1. Correlaciones entre especies reactivas del oxigeno/nitrégeno y parametros
bioquimicos

6.1.1. Inflamacion
El aumento en suero de los niveles de IL-6 se correlaciona con:

1. Un aumento de perdxido de hidrégeno (DCF) basal en Linfocitos T CD8+ y CD4+.
2. Un aumento de éxido nitrico (DAF) basal en Linfocitos T CD4+ y Linfocitos totales.

3. Un aumento de tioles reducidos (CMF) basal en Leucocitos, Neutroéfilos y Linfocitos T
CD8+.

6.1.2. GMPc plasmatico
El aumento de los niveles de GMPc en el plasma se correlaciona principalmente con:
1. Un aumento de perdxido de hidrégeno (DCF) en Neutrdfilos.
2. Un aumento de éxido nitrico (DAF) basal en Linfocitos totales.

3. Un aumento de perdxidos/peroxinitrito en respuesta al aumento de superodxido (ratio
DHR Pb/basal) en Linfocitos T CD8+ y Linfocitos totales.

4. Un aumento de tioles reducidos (CMF) basales en Leucocitos, Neutrdfilos, Linfocitos T
y Linfocitos T CD4+.

6.1.3. Hiperamonemia
El aumento de los niveles de amonio en sangre correlaciona con:
1. Un aumento de 6xido nitrico (DAF) basal en Linfocitos totales.

2. Un aumento de tioles reducidos (CMF) basales en Leucocitos, Neutroéfilos y Linfocitos
T CD8+.
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6.2. Correlaciones entre especies reactivas del oxigeno/nitrégeno y marcadores
de dafio oxidativo

6.2.1. Ratio GSSG/GSH en sangre total

El aumento del ratio GSSG/GSH correlaciona con:
1. Un aumento de H,0, (DCF) basal en Neutrofilos.

2. Una disminucién del superdxido celular (HE) basal en Neutréfilos, Linfocitos T,
Linfocitos T CD8+ y Linfocitos totales.

3. Un aumento de superdxido mitocondrial inducido por Plumbagina (ratio MTX
Pb/basal) en Linfocitos B.

4. Un aumento del 6xido nitrico (DAF) basal en Leucocitos, Linfocitos T, Linfocitos T
CD8+, Linfocitos T CD4+ y Linfocitos totales.

5. Una disminucién del aumento de 6xido nitrico inducido por NOR-1 (ratio DAF NOR-
1/basal) en todas Leucocitos, Neutroéfilos, Linfocitos T, Linfocitos T CD8+ y Linfocitos
totales.

6. Un aumento de la formacién de perdxidos/peroxintrito en respuesta al aumento de
superoxido (ratio DHR Pb/basal) en todas las poblaciones celulares excepto en
Neutrodfilos y Linfocitos totales.

7. Un aumento de tioles reducidos (CMF) basales en todas las poblaciones celulares.

6.2.2. 3-Nitrotirosina (3-NT) en suero
El aumento de los niveles séricos de 3-Nitrotirosina se correlaciona con:

1. Un aumento de la formacién de H,0, en respuesta a un aumento de superoéxido (ratio
DCF Pb/basal) en Neutrdfilos, Linfocitos T CD8+, Linfocitos T CD4+ y Linfocitos B.

2. Un aumento de la formacién de perdxidos/peroxintrito en respuesta al aumento de
superoxido (ratio DHR Pb/basal) en Leucocitos, Neutrdfilos, Linfocitos T CD8+ y CD4+ vy,
Linfocitos B.

6.2.3. Malondialdehido (MDA) en suero

El aumento de los niveles de MDA en suero se correlaciona principalmente con el

aumento de tioles reducidos (CMF) basales en todas Leucocitos, Linfocitos T CD8+ y CD4+.
6.2.4. 8-Hidroxideoxiguanina (8-OHdG) en suero

El aumento de los niveles de 8-OHdG en suero se correlaciona principalmente con el
aumento del éxido nitrico basal en Linfocitos T CD8+.
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6.3. Correlaciones entre especies reactivas del oxigeno/nitrégeno y
alteraciones cognitivas

6.3.1. Puntuacidn en la bateria de test psicométricos PHES
Existe correlacién entre la disminucidn en la puntuacién global de la bateria de test PHES
para el diagndstico de la EHM y:
1. Una disminucidn del superdxido celular (HE) basal en Linfocitos B.

2. Una disminucién del aumento de superdxido mitocondrial inducido por Plumbagina
(ratio MTX Pb/basal) en Linfocitos B.

3. Un aumento de 6xido nitrico (DAF) basal en Linfocitos totales
4. Una disminucion de los peroxidos/peroxinitrito (DHR) basales en Linfocitos B

5. Un aumento de la formacién de perdxidos/peroxintrito en respuesta al aumento de
superoxido (ratio DHR Pb/basal) en Linfocitos T, Linfocitos T CD8+ y CD4+ vy, Linfocitos
totales.

6. Un aumento en los tioles reducidos (CMF) basales en todas las poblaciones celulares
excepto en Monocitos y Linfocitos B.

6.3.2. Atenciodn selectiva-sostenida y concentracion mental: test d2

La disminucién de la atencidn selectiva/sostenida y la concentracién mental

correlaciona principalmente con:

1. Una disminucion del superoxido celular (HE) basal en Monocitos, Linfocitos T CD8+ y
Linfocitos totales.

2. Un aumento de la formacion de H,0, en respuesta a un aumento de superoxido (ratio
DCF Pb/basal) en Neutrdfilos y Monocitos.

3. Una disminucidon del aumento de dxido nitrico inducido por NOR-1 (ratio DAF NOR-
1/basal) en todas las poblaciones celulares excepto en Linfocitos B.

4. Una disminucion de perdxidos/peroxinitrito (DHR) basales en Linfocitos B

5. Un aumento de la formacién de perdxidos/peroxintrito en respuesta al aumento de
superoxido (ratio DHR Pb/basal) en Linfocitos T CD4+.

6. Un aumento de los tioles reducidos (CMF) basales en Linfocitos T y Linfocitos T CD4+.
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6.3.3. Atencion selectiva (velocidad de procesamiento): test Stroop y test
Oral de Claves

La disminucién en la velocidad de procesamiento, y por tanto en la atencién selectiva

correlaciona con:

1. Una disminucién del superdxido celular (HE) basal en Leucocitos, Neutrofilos,
Linfocitos T CD8+ y Linfocitos totales.

2. Un aumento del 6xido nitrico (DAF) basal en Linfocitos totales

3. Una disminucion del aumento de éxido nitrico inducido por NOR-1 (ratio DAF NOR-
1/basal) en todas las poblaciones celulares, excepto en Linfocitos B.

4. Una disminucién de los perdxidos/peroxinitrito (DHR) basales en Linfocitos B.

5. Un aumento de los tioles reducidos (CMF) basales en todas las poblaciones celulares
excepto en Linfocitos B y Linfocitos totales.

6.3.4. Memoria de trabajo: tests orales de Digitos y de Letras y Numeros
La disminucidn en la memoria de trabajo se correlaciona con:

1. Una disminucidn del superodxido celular (HE) basal en Monocitos.

3. Una disminucién del aumento de éxido nitrico inducido por NOR-1 (ratio DAF NOR-
1/basal) en Monocitos y Linfocitos totales.

4. Un aumento de los tioles reducidos (CMF) basales en Leucocitos.

6.4. Correlaciones entre especies reactivas del oxigeno/nitrégeno y
alteraciones motoras

6.4.1. Coordinacion bimanual

La disminucién de la coordinacion bimanual (aumento del tiempo de realizacién de la

tarea) se correlaciona con:
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1. Un aumento del superdxido mitocondrial (MTX) basal en Linfocitos B

2. Una disminucién del superdxido mitocondrial en respuesta a un aumento de
superoxido (ratio MTX Pb/basal) en Linfocitos B.

3. Un aumento del dxido nitrico (DAF) basal en Linfocitos totales.

4. Una disminucién del aumento de éxido nitrico inducido por NOR-1 (ratio DAF NOR-
1/basal) en Linfocitos B.
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6. Un aumento de los tioles reducidos (CMF) basales en Leucocitos, Monocitos,
Linfocitos T, Linfocitos T CD8+ y CD4+.

6.4.2. Coordinacion visuomotora

La disminucién de la coordinacion visuomotora (aumento del tiempo de realizacion de la

tarea) se correlaciona con:

1. Una disminucién del superdxido mitocondrial en respuesta a un aumento de
superoxido (ratio MTX Pb/basal) en Linfocitos B.

2. Un aumento del dxido nitrico (DAF) basal en Linfocitos totales.

3. Una disminucién del aumento de 6xido nitrico inducido por NOR-1 (ratio DAF NOR-
1/basal) en Linfocitos B.
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V. Discusion

1. Alteraciones cognitivas y motoras en pacientes cirroticos con EHM

La encefalopatia hepatica (EH) es una consecuencia del fallo hepatico y conlleva un
amplio rango de alteraciones neuropsiquiatricas desde ligeros cambios en la personalidad o
alteraciones en el ciclo suefio-vigilia hasta alteraciones en la funcidén cognitiva, en la
coordinaciéon motora y en el grado de consciencia. Entre el 30 y el 50% de los pacientes con
cirrosis que no muestran signos clinicos de EH presentan encefalopatia hepatica minima (EHM)

con un leve deterioro cognitivo.

Los pacientes con EHM pueden presentar diversos déficits cognitivos (percepcidn visuo-
espacial, atencién, concentraciéon) y motores (enlentecimiento psicomotor) que no son
detectables en un examen neuroldgico rutinario pero se ponen de manifiesto cuando se

realizan tests psicométricos especificos (Amodio et al, 2004).

Las alteraciones en la atencidn, velocidad de procesamiento de la informacion,
coordinacion motora, etc, tienen importantes consecuencias en la vida diaria de los pacientes
(Dhiman and Chawla, 2009). Por ejemplo, la mayoria de los pacientes cirrdticos con EHM tiene
disminuida la capacidad de conducir vehiculos (Schomerus et al, 1981; Bajaj et al, 2009; Felipo
et al, 2013) y muestran un aumento del nimero de accidentes domésticos, laborales y de

tréfico y de caidas y de hospitalizaciones (Roman et al, 2011).

Se ha llegado a un consenso para diagnosticar la presencia de EHM utilizando los
mismos tests psicométricos en todos los hospitales. Para ello se seleccioné en 2002 como
bateria de referencia, la denominada PHES (Psychometric Hepatic Encephalopathy Score),
compuesta por cinco tests que evalian 1) velocidad de procesamiento (test de Digitos y
Simbolos, Conexidon Numérica A y B); 2) memoria de trabajo (test de Digitos y Simbolos); 3)
atencion (test de Conexién Numérica A y B) y, 4) coordinacién visuoespacial (test de Puntos

Seriados y Linea Quebrada) (Weissenborn et al, 2001; Ferenci et al , 2002).

Para evaluar la presencia o no de EHM, los resultados de los tests de cada paciente han
de ser corregidos en funciéon de su edad y nivel educativo y han de ser referidos a los

obtenidos por la poblacién general sin EHM, que varian ligeramente segun los paises.

En Espafia, la puntuacion de cada test de la bateria PHES y la global se obtienen
mediante una aplicacidon informdtica utilizando los valores de referencia obtenidos para la
poblacion espafiola normal por la Red Espafiola de Encefalopatia Hepatica (Romero-Gémez et

al, 2006). La aplicacion se encuentra en la pagina web http://www.redeh.org y tiene en cuenta
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la edad y el nivel de estudios de los sujetos evaluados. Se considera que un paciente tiene EHM
cuando la puntuacion global es -4 o menor. El paciente puede tener EHM debido a alteraciones
cognitivas, motoras o al conjunto de ambos tipos, siendo éste el caso mas frecuente (Felipo et

al, 2012).

El principal beneficio de la utilizacién de la bateria PHES es que permite comparar
resultados de distintos estudios realizados en cualquier Hospital, lo cual no era posible

anteriormente debido a la diversidad de tests utilizados en cada estudio.

Nuestra experiencia nos ha demostrado que la bateria PHES utiliza tests que no son los
mas sensibles para discernir finamente alteraciones en algunas de las funciones cognitivas y
motoras alteradas en pacientes con EHM. Ademas, en los tests del PHES que evaltan atencidn,
velocidad de procesamiento o memoria de trabajo existe un componente motor, ya que los
tests se realizan por escrito. Tampoco permiten evaluar finamente por separado la memoria
de trabajo y la atencidon. Muchos tests de memoria dependen de la atencién, y resulta dificil
saber a qué alteracion atribuir un error, a la atencién o a la memoria. El PHES es una
herramienta Util para diagnosticar homogéneamente la EHM pero no para realizar una
investigacion fina de funciones cognitivas especificas como atencion é memoria. Existen otros
tests que permiten diferenciar entre atencién y memoria, siendo uno de ellos el de retenciéon

de digitos (Tewes, 1991) que mide la memoria a corto plazo.

La frecuencia critica de parpadeo (FCP) se propuso como método alternativo para el
diagnédstico de la EHM (Kircheis et al, 2002), y aunque generalmente los pacientes cirrdticos
con EHM tienen menor FCP, el procedimiento se ve en algunos casos afectado por alteraciones

visuales del individuo, dificultando la tareay la interpretacién de los resultados obtenidos.

En esta tesis, ademas de utilizar la bateria PHES y la FCP, hemos analizado con mas
detalle diferentes funciones cognitivas y motoras mediante la utilizacidn de diversos tests que
nos permiten evaluar de manera mas precisa algunas alteraciones neurolégicas concretas

(déficits de atencidn, coordinacién bimanual y visuomotora...) en los pacientes con EHM.
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1.1. Alteraciones cognitivas en pacientes con EHM

1.1.1. Atencidn selectiva

Para la evaluacién de la atencidn selectiva, la velocidad psicomotora y flexibilidad
cognitiva, se utilizé el test de Stroop de Colores y Palabras (Stroop, 1935). Los resultados
indican que los pacientes con EHM muestran un déficit en la atencién selectiva, obteniendo
peores resultados en el test que los sujetos control y que los pacientes sin EHM, los cuales no
se diferencian de los controles. Por tanto, este test es un buen predictor de EHM, como se ha
demostrado recientemente en paralelo a nuestro estudio (Bajaj et al, 2013). Este test tiene
como ventaja que no requiere una alta capacidad intelectual del individuo (sélo lectura y
colores), tiene en cuenta la edad del sujeto y requiere poco tiempo para su realizacion (menos
de 3 minutos), lo cual es una ventaja para la practica clinica de rutina. Las limitaciones del test
residen en que en los individuos con alta frecuencia de lectura 6 con dificultades para

diferenciar colores se genera una interferencia mayor a la esperada.

Otra prueba de atencidén selectiva y velocidad de procesamiento mental es el test de
Claves oral. Este test pertenece a la bateria WAIS (Wechsler Adult Intelligence Scale) que
evalua diferentes funciones cognitivas. Los pacientes con EHM tienen un importante déficit de
atencién y en la velocidad de procesamiento en comparacidon con los controles y con los
pacientes sin EHM. Los pacientes sin EHM presentan menor velocidad de procesamiento, ya
gue no son capaces de realizar tantos items como los controles. Esto indica que algunos
pacientes que la bateria PHES clasifica como ‘sin EHM’ presentan en realidad una menor
velocidad de procesamiento mental que no es detectada por el PHES pero si con el test de
Claves oral. Por tanto, el analisis de la velocidad de procesamiento podria detectar la presencia
de EHM con mayor sensibilidad que el PHES. Por otra parte, el hecho de que pacientes sin EHM
segun el PHES tengan disminuida la velocidad de procesamiento mental indica que ésta es una

de las alteraciones mds tempranas en pacientes con cirrosis, conduciendo a la EHM.

Tanto el Stroop como el test oral de Claves son predictivos de la EHM y muestran una
buena sensibilidad y especificidad, siendo mayor en el test oral de Claves (sensibilidad del 86%
y especificidad del 83%) que en el Stroop, en el cual el mejor parametro diagndstico de EHM es

la tarea congruente (n2 palabras) con una sensibilidad de 84% y especificidad de 68%.

191



V. Discusion

1.1.2. Atencion selectiva-sostenida y concentracion mental

Para el estudio de la atencion selectiva/sostenida y la concentracién mental, se analiza
la capacidad de atender selectivamente a ciertos aspectos relevantes de la tarea mientras se
ignoran los irrelevantes de una forma rapida y precisa. Para evaluarla utilizamos el test d2. Este
test proporciona diversos parametros que nos permiten obtener informacidn sobre diferentes
alteraciones cognitivas de una manera concisa. Los resultados de este test, indican un déficit
en la atencidn selectiva/sostenida y la concentracion mental en los pacientes con EHM en
comparacién con los controles y los pacientes sin EHM. Los pacientes sin EHM también
muestran cierto déficit en comparacién con los controles, ya que se encuentran en percentiles
inferiores en parametros que miden velocidad de procesamiento (TR), precisién del
procesamiento (TA), efectividad total de la prueba y control atencional e inhibitorio (TOT) y
concentracién (CON). Este efecto en los pacientes sin EHM sugiere que en estos sujetos ya
existe un déficit atencional que el PHES no es capaz de detectar, indicando que estas

alteraciones neuroldgicas se producen tempranamente en EHM.

Cabe sefialar que los sujetos control se encuentran en percentiles mas altos que la
poblacién normal (n=112) tipificada en los baremos proporcionados por el autor del test en el
afo 1981. Este test tiene en cuenta la edad del sujeto y no se afecta por el nivel intelectual ya
que se basa en el reconocimiento de items, tarea que se ensaya previamente. Esto sugiere que
tal vez, estos baremos deberian ser actualizados en la poblacion espafiola actual analizando un

mayor numero de individuos.

Este test se ha utilizado en estudios en pacientes con esquizofrenia, epilepsia, sindrome
psicolégico difuso, demencia o Alzheimer, recogidos en la adaptacion del Manual del test de
atencion d2 (Brickenkamp, 2009). Los resultados de estos estudios mostraron en estos
pacientes deficiencias en el test d2, siendo TOT (efectividad en la realizacién de la tarea) y CON
(indice de concentracién) los pardmetros mas relevantes indicando que el test d2 es capaz de

detectar el déficit atencional asociado a dichas patologias.

El test d2 se ha utilizado también en un estudio en pacientes con cirrosis alcohdlica
descompensada y pancreatitis (Hamster et al, 1982) en el que se utilizaron también otros tests
para evaluar la atencidn y concentracién. Los cirréticos alcohdlicos mostraron un déficit en la
realizacion del test d2, principalmente en los pardmetros TOT y CON. En esta tesis
demostramos que los pacientes con EHM presentan un mayor déficit en la realizacidn de este

test que los cirréticos sin EHM, en los parametros TOT y CON, pero también en otros
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parametros como TA (total de aciertos) y TR (velocidad de procesamiento mental y cantidad

de trabajo realizado).

Este déficit atencional y en la concentracion implica un deterioro de la calidad de vida
del paciente con EHM, dificultando la realizacién de tareas que requieran estas funciones

cognitivas, por ejemplo la conduccién de vehiculos.

Los resultados de esta tesis demuestran que el test d2 es una buena herramienta para el
diagndstico de EHM, siendo un test rapido, de fécil realizacién y capaz de analizar a la vez, por

separado, diferentes funciones cognitivas relacionadas con la atencidn.

El analisis mediante regresion logistica y curvas ROC corrobora la capacidad diagnédstica
de EHM del test d2. Todas las medidas que proporciona este test (TOT: efectividad, CON:
concentracién, TR: velocidad de procesamiento y cantidad de trabajo realizad; TA: aciertos)
son Utiles para el diagndstico de EHM, mostrando similar capacidad predictiva y areas bajo la
curva altas (0,852-0,896). La sensibilidad y especifidad también son similares (83-86% y 73-

78%, respectivamente).

1.1.3. Memoria de trabajo

En el estudio de la memoria de trabajo mediante los tests de Digitos y Letras y Niumeros
(bateria WAIS) observamos que los pacientes con EHM son capaces de memorizar un menor
numero de series de items que los controles y pacientes sin EHM, presentando un déficit en la
memoria de trabajo. Ademds los pacientes sin EHM también muestran una disminucion
significativa de la memoria de trabajo en comparacion con los controles, lo cual sugiere que
esta funcién cognitiva se ve afectada desde la fase mas temprana de EHM, y el PHES no es

capaz de detectar este déficit en algunos pacientes sin EHM.

El déficit en la memoria de trabajo afecta a la capacidad de procesar y almacenar
informacion verbal y visuoespacial afectando a la vida diaria de los pacientes pudiendo

producir olvidos 6 desorientacion.

El analisis por regresion logistica y curvas ROC muestra una escasa capacidad predictiva

y areas bajo la curva bajas, por lo que no seria adecuado para el diagnéstico de EHM.

193



V. Discusion

1.2. Alteraciones en la coordinacion motora

Los pacientes con EHM tienen disminuida la coordinaciéon bimanual y visuomotora,
puesto que necesitan mas tiempo para realizar la tarea que los sujetos sanos y que los
pacientes sin EHM, encontrandose en percentiles menores en las tablas de normalidad

poblacional.

Los pacientes sin EHM también tienen peor coordinacién que los sujetos control.
Nuestros controles se encuentran en percentiles superiores a la poblacidon normal en las tablas
de tipificacion de los tests generadas en 1978 (percentil 70 en Bimanual y 80 en Visuomotora).
Una posible causa puede ser la falta de heterogeneidad de la poblacidon (trabajadores de
ensamblaje) utilizada para la confeccién de las tablas de tipificacién de ambos tests realizadas
en los afios setenta. Es posible que desde entonces pueda haber aumentado el grado de

habilidad manipulativa debido a la utilizacidon habitual de nuevas tecnologias que la requieren.

En cualquier caso, es evidente la disminucion de la coordinacidn bimanual y visuomotora

en los pacientes con EHM comparado con los controles y los pacientes sin EHM.

El déficit en los pacientes sin EHM, nos indica que la coordinacidn motora se ve afectada
en una fase temprana de la EHM, incluso antes de que pueda ser detectada por el PHES. Butz
et al (2010), realizaron un estudio sobre alteraciones motoras, como temblor, ataxia y
actividad manual (test de Annett) en pacientes con cirrosis sin y con EHM, y sus resultados
muestran que los pacientes cirrdticos con y sin EHM muestran mayor ataxia y enlentecimiento
de los movimientos manuales que los sujetos sanos. Esto indica que los cirréticos sin EHM ya
empiezan a mostrar déficits motores, por lo que es una de las alteraciones neuroldgicas mas

tempranas en la EHM.

Las consecuencias en la vida diaria de las alteraciones en la coordinacién motora son un
empeoramiento de la calidad de vida, pudiendo sufrir caidas, hospitalizaciones y un

enlentecimiento psicomotor que afecta también a tareas como la conduccidn de vehiculos.

En conclusidn, los pacientes con EHM muestran déficits cognitivos, principalmente en
atenciéon (tanto selectiva como sostenida, velocidad de procesamiento mental y
concentracién), memoria de trabajo y, alteraciones en la coordinacién motora. Estas
alteraciones serian las mas tempranas en la progresion de la EHM y se pueden detectar

también en pacientes que la bateria PHES clasifica como sin EHM.
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2. Alteraciones bioquimicas en pacientes cirréticos con EHM

La EH y la EHM son consecuencia del fallo hepatico. Es importante identificar cudles son
los factores asociados al fallo hepatico, involucrados en la EHM, que afectan la funcidn
cerebral. Esto puede permitir identificar marcadores tempranos de EHM vy disefiar

tratamientos para revertirla o prevenir su progresion.

Los principales factores que contribuyen a la patogenia de la EHM son el amonio y la

inflamacidn (Shawcross et al. 2004; Montoliu et al. 2009; Felipo et al, 2013).

Nuestro grupo, entre otros, ha demostrado que la hiperamonemia y la inflamacién (con
aumento de IL-6 e IL-18 en suero) son los principales factores que contribuyen a la EHM y
actuan sinérgicamente en la induccidn del deterioro neuroldgico (Shawcross et al. 2004, 2007;
Cauli et al. 2007; Montoliu et al. 2009; Felipo et al, 2012). También se ha descrito en otras
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer que la neuroinflamacion juega un papel
importante en el deterioro cognitivo (Szekely et al. 2004; Maccioni et al. 2009) y que el amonio

podria contribuir a la demencia en dicha patologia (Seiler 1993, 2002).

Los pacientes cirréticos sin y con EHM presentan hiperamonemia, que alcanza niveles
similares en ambos grupos. El amonio es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE)
induciendo alteraciones en el sistema nervioso central. Se ha demostrado que la
hiperamonemia crénica altera la via glutamato-éxido nitrico-GMPc en cerebro, resultando en
un menor aumento del éxido nitrico que activa la guanilato soluble conduciendo a un menor
aumento del GMPc que es responsable de algunos tipos de deterioro cognitivo (Felipo et al,
2013). La activacion de la guanilato ciclasa directamente por éxido nitrico estd aumentada en
corteza cerebral de pacientes fallecidos con EH (Rodrigo et al, 2004) y en linfocitos de
pacientes con EHM (Corbalan et al, 2002). En plasma los pacientes cirréticos presentan niveles
aumentados de GMPc y de nitratos/nitritos, pero sélo el aumento de GMPc es mayor en

cirréticos con que sin EHM (Montoliu et al, 2007).

Se ha demostrado que la inflamacidn agrava las alteraciones neuroldgicas producidas
por la hiperamonemia en pacientes cirrdticos y que, ademas determina el grado de severidad
de la EH en pacientes cirrdticos con EH avanzada (Shawcross et al. 2004, 2011). Nuestro grupo,
realizd un amplio estudio de citocinas pro-inflamatorias en pacientes cirrdticos, demostrando
que los niveles de IL-6 e IL-18 en suero estan aumentados tanto en los cirréticos sin EHM como
con EHM, pero los pacientes con EHM muestran un aumento mucho mayor que los pacientes

sin EHM. Ademas, los niveles de IL-6 e IL-18 correlacionan con la presencia y grado de EHM,
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indicando que la inflamacién es un contribuyente esencial al deterioro neurolégico en la EHM

(Montoliu et al, 2009).

Los resultados de esta tesis coinciden con estos datos previos, mostrando:
1) hiperamonemia similar en pacientes sin y con EHM; 2) aumento de nitratos/nitritos en
plasma similar en pacientes sin y con EHM; 3) aumento mayor de GMPc en plasma en
pacientes con EHM que sin EHM y 4) mayor aumento de IL-6 e IL-18 en suero en pacientes con

EHM que sin EHM.

Ademads, existe una correlacion entre la inflamacién (niveles de IL-6 e IL-18) y el
resultado obtenido los tests neuroldgicos (PHES, Stroop, d2 y tests de coordinacién bimanual y
visuomotora). Los resultados en el test oral de Claves y Letras y Numeros correlacionan sélo
con la IL-18. Esto confirma el papel de la inflamacién en el deterioro cognitivo (velocidad de
procesamiento, atencidn, memoria de trabajo, concentraciéon) y motor en la EHM. La
hiperamonemia correlaciona con alteraciones cognitivas y motoras en algun test (PHES, test

oral de Digitos y coordinacién visuomotora) pero no en otros (Tabla 8).

La inflamacion e hiperamonemia actlan sinérgicamente causando alteraciones
neurolégicas en la EHM. Los pacientes con EHM presentan niveles similares de amonio pero
mucho mayores de inflamacién (IL-6 e IL-18) en sangre que los sin EHM. El hecho de que la
inflamacidn esté relacionada con mas alteraciones neurolégicas que la hiperamonemia, indica
que seria el grado de inflamacién principalmente el que determina el desarrollo de las

alteraciones neuroldgicas.

3. Estrés oxidativo en pacientes cirréticos con EHM

3.1. Dafo oxidativo/nitrosativo y mecanismos antioxidantes

El estrés oxidativo se origina cuando existe un desequilibrio entre los mecanismos

antioxidantes y los agentes prooxidantes, a favor de estos ultimos.

Diversos estudios han mostrado que existe estrés oxidativo durante la cirrosis, aunque
los resultados son muy diversos. Gerli et al (1992) encontraron en eritrocitos de pacientes
cirréticos una disminucién de GSH y en actividades catalasa (CAT) y glutatidon peroxidasa (GPx)
mientras que la actividad superdxido dismutasa (SOD) no mostraba cambios. Sin embargo,

Geetha et al (2007) muestran aumento de actividad GPx y de marcadores de estrés oxidativo
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(perdxidos/hidroperoxidos lipidicos, 6xido nitrico) y, una disminucién de GSH, de actividad CAT
y SOD en eritrocitos de pacientes cirréticos. Ergiin et al (2011) en cambio describen un
aumento del GSH y de la actividad SOD y CAT en eritrocitos, un aumento de nitratos/nitritos en
suero y de MDA en plasma y un aumento no significativo en nitrotirosina plasmatica. Otros
estudios muestran que hay una disminucién de la actividad SOD y GPx en eritrocitos de
pacientes cirrdticos y un aumento en plasma de productos de peroxidacién lipidica (TBARS)
aludiendo a un estrés oxidativo extracelular (Nalini et al, 1999). Por el contrario, Szuster-
Ciesielska et al (2002) muestran un aumento de la actividad SOD y CAT en plasma de pacientes

con cirrosis.

Siqueira et al (2008) observaron una disminucién del GSH en plasma y un aumento de
NO y GMPc en pacientes cirréticos. Spahr et al. (2007) también mostraron un aumento de

peroxidacidn lipidica (MDA) en plasma de pacientes con cirrosis.

En la mayoria de estudios realizados, la disminucion de las actividades antioxidantes
bien en eritrocitos o en otros tipos de muestras, son considerados por los autores como causa
del estrés oxidativo en dichos pacientes, argumentando un desequilibrio entre los mecanismos
antioxidantes y prooxidantes a favor de los ultimos. Esta hipdtesis estd presente desde hace

dos décadas (Nordmann et al, 1994).

Aunque hay numerosos estudios sobre estrés oxidativo en cirrosis, en ellos no se ha
analizado la presencia de EHM por lo que no se sabe si algunos pacientes presentan EHM 6 no.
Por tanto, se sabe poco del papel que puede tener el estrés oxidativo en la patogenia de la
encefalopatia hepatica minima. Uno de los objetivos principales de esta tesis es avanzar en el

conocimiento de este papel.

Existen algunos estudios en pacientes con encefalopatia hepdatica (EH) clinica en los
cuales se encontraron valores elevados de radicales libres, y una capacidad antioxidante
disminuida en pacientes con EH por cirrosis hepatica por consumo de alcohol (Negru et al,
1999).

Estudios realizados en cerebros de pacientes cirréticos fallecidos con y sin EH muestran
un aumento de marcadores de estrés oxidativo en el cértex cerebral de los pacientes con EH
pero no en los sin EH, con un aumento de nitracidon de residuos tirosina de proteinas de entre
20-75 kDa y aumento de oxidacién de ADN (8-hidroxiguanosina). En pacientes con EH no
encontraron diferencias en la expresion de la SOD (Gorg et al, 2010). Este mismo grupo,

también ha demostrado recientemente un aumento en la expresién de genes de enzimas
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antioxidantes (Hemooxigenasa-1, Selenoproteina-V, Peroxiredoxina-4 6 PPARa) en corteza

cerebral de pacientes fallecidos con EH (Gorg et al, 2013).

Estos datos sugieren que el estrés oxidativo podria contribuir a las alteraciones
cerebrales y al deterioro neurolégico en encefalopatia hepatica clinica. No se ha estudiado su

posible papel en la EHM.

Nuestro grupo ha realizado investigaciones en los ultimos afios para identificar alguin
biomarcador periférico util para diagnosticar la EHM, ya que durante esta fase no hay sintomas
evidentes de EH y es importante el diagndstico precoz para prevenir que el paciente desarrolle
EH clinica. Hemos demostrado que los pacientes cirréticos con EHM tienen los niveles de
3-nitrotirosina (3-NT) libre en suero muy aumentados con respecto a los pacientes sin EHM. La
detereminacidon de 3-NT en suero tiene una alta capacidad diagndstica de EHM con alta
sensibilidad (89%), especificidad (93%) y valor predictivo positivo y negativo (91%) (Montoliu
et al, 2011).

La 3-NT es un indicador de estrés oxidativo/nitrosativo ya que se forma por reaccién de
la tirosina con peroxinitrito (Figura 13) que a su vez, se forma por reaccidn del anion
superoxido y el éxido nitrico. Por tanto, el aumento de 3-NT refleja un aumento de estrés

oxidativo y nitrosativo en pacientes con EHM (Montoliu et al, 2011).

Este resultado motivé el estudio en mds detalle de la implicacion del estrés

oxidativo/nitrosativo en la patogenia de la EHM, y por tanto esta tesis.

Nuestros pacientes cirréticos con EHM muestran un aumento de los marcadores de
dafio de las principales biomoléculas causado por el estrés oxidativo/nitrosativo. La
carbonilacién de proteinas aumenta igual en pacientes con y sin EHM; la oxidacién de lipidos

(MDA) y la del ADN (8-OHdG) aumentan mas en pacientes con EHM que sin EHM.

También hemos encontrado un aumento de 3-NT en plasma y disminucién del GSH libre
en sangre total, dando lugar a un aumento del ratio GSSG/GSH en ambos grupos de pacientes,

aunque es mucho mayor en pacientes con EHM.

En cuanto a las actividades de enzimas antioxidantes medidas en eritrocitos y en células
mononucleares, hemos encontrado un aumento de todas las actividades antioxidantes
estudiadas (CAT, SOD, GPx, GR, GST) en eritrocitos y células mononucleares de pacientes con
EHM (excepto en la SOD en eritrocitos). Unicamente el aumento de la actividad GPx en ambos

tipos celulares y de la GR en eritrocitos es mayor en pacientes con EHM que sin EHM.
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El aumento de las actividades antioxidantes de dichas enzimas puede estar reflejando
un aumento de la necesidad de eliminar especies reactivas del oxigeno, que es su funcidn. El
aumento de la actividad SOD, indicaria que existe un aumento de superdxido que la SOD
detoxifica convirtiéndolo en perdxido de hidrégeno (H,0,), cuyo aumento conduciria al
aumento de las actividades CAT y GPx para eliminarlo. En cuanto a la GST, al igual que la GPx
consume GSH, utilizdndolo para detoxificar compuestos mediante la conjugacién con éste y la
GPx para eliminar el perdxido de hidrégeno, mientras que la GR recicla el GSSG a GSH, por lo
que la disminucion del GSH, pese a que la GR estd mas activa, podria explicarse por un

consumo elevado de GSH por la GPx para detoxificar hidroperdxidos (Figura 61).
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Figura 61. Esquema de la formacion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS),
enzimas antioxidantes que catalizan las reacciones y dafo producido por el estrés oxidativo generado por
el desequilibrio entre los mecanismos antioxidantes y los prooxidantes (ROS/RNS), a favor de los tltimos.

Por otra parte, el gran aumento de los hidroperéxidos lipidicos, produce aldehidos
(MDA) que son eliminados por la GST mediante la conjugacién con el GSH (aldehido-GSH). El
aumento de hidroperdxidos lipidicos y de MDA conduciria a un aumento de la actividad de la
GST para permitir su eliminacién. Esto consumiria mas GSH, contribuyendo a su disminucion

(Zimniak, 2011).

El mayor aumento en las actividades GPx y GR en los pacientes con EHM respecto a los

sin EHM sugiere que hay mayor formacién de perdxido de hidrégeno, probablemente como
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consecuencia de una mayor formaciéon de superdxido. Para eliminar este perdxido de
hidrogeno seria necesario aumentar la actividad GPx y para intentar regenerar el GSH
consumido, la de la GR. Nuestros resultados sugieren que el aumento en la actividad de la GR

no estaria siendo lo suficientemente eficaz para mantener los niveles de GSH.

Los marcadores de dafio oxidativo/nitrosativo en sangre (aumento de MDA, de
proteinas carboniladas, de 8-OHdG, nitracion de tirosina y disminucion de GSH) indican la
presencia de estrés oxidativo/nitrosativo. Consideramos que el aumento de actividad de las
enzimas antioxidantes en pacientes con EHM seria un mecanismo adaptativo de las células
frente al estrés oxidativo al que estdn siendo sometidas, aunque no esté siendo

suficientemente eficaz para combatir todo el dafio producido por dicho estrés.

Hemos encontrado una relacién entre los niveles en sangre de diversos marcadores de
dafio oxidativo/nitrosativo (aumento de MDA, 3-NT y disminucion de GSH) y algunas
alteraciones cognitivas en los pacientes con EHM, como son la atencidn selectiva (test Stroop y
d2) y sostenida y concentracion (test d2), velocidad de procesamiento mental (test d2 y oral de
Claves) y memoria de trabajo (test oral de Digitos). El GSH y la 3-NT correlacionan también con
el test oral de Létras y Numeros) y alteraciones en la coordinacién motora, tanto bimanual,

visuoespacial y visuomotora.

Ademas, el MDA, 3-NT y GSH también estan relacionados con la inflamacién (IL-6 e IL-

18) y la hiperamonemia (excepto la 3-NT) presente en la EHM.

Los datos sugieren que la formacion de superodxido y perdxido de hidrégeno es mayor en
pacientes con EHM que en pacientes sin EHM. Este aumento del estrés oxidativo podria

contribuir al deterioro neurolégico en la EHM.

En cuanto a la actividad antioxidante, Unicamente el aumento de la actividad GR y GPx
en eritrocitos y, de la GPx en células mononucleares se relaciona con alteraciones en la
atencién, concentracién y coordinacién motora (bimanual y visuomotora). Estas dos enzimas
son las Unicas que tienen mayor actividad en los pacientes con EHM que en los pacientes sin

EHM.

Si consideramos, como se indica arriba, que el aumento de actividad GPx y GR en
pacientes con EHM refleja un aumento del estrés oxidativo, esta correlacidn sugiere que el
deterioro neuroldgico (atencidn, concentracidn, coordinacién) aparece en los pacientes con

cirrosis cuando se supera un determinado nivel de estrés oxidativo/nitrosativo, lo cual ocurre
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en pacientes con EHM pero no sin EHM. Los niveles de hiperamonemia y, sobretodo de

inflamacidn, determinarian el nivel de estrés oxidativo, que mediaria el deterioro neurolégico.

Se ha demostrado que, a concentraciones altas el amonio, per se, genera de estrés
oxidativo/nitrosativo. Kosenko et al (1997) mostraron que la intoxicacion aguda con dosis altas
de amonio en ratas disminuye la actividad de las enzimas antioxidantes (GPx, SOD y catalasa)
en higado, cerebro y eritrocitos y, aumenta los niveles de superdxido y 6xido nitrico. En
cultivos celulares de microglia, la adicién de amonio induce la liberacion al medio de ROS y
oxido nitrico, conduciendo a estrés oxidativo/nitrosativo (Kakulavarapu et al, 2013). Schliess et
al (2002) observaron en cultivos de astrocitos de rata que el amonio inducia la nitracion de
residuos tirosina de proteinas, indicando presencia de estrés oxidativo/nitrosativo. Todos estos
estudios se han realizado utilizando concentraciones muy altas de amonio (mM). No se conoce
si niveles mas bajos de amonio como los presentes en pacientes cirrdticos son suficientes para

inducir per se estrés oxidativo.

El TNF-a es una citocina pro-inflamatoria secretada al inicio del proceso inflamatorio
(Tracey et al, 1987), siendo esencial para la amplificaciéon de respuesta inflamatoria induciendo
la liberacion de otras citocinas pro-inflamatorias (Brennan et al, 1989), quimiocinas y
moléculas de adhesidn, produciendo una mayor produccién de TNF-a (Doukas et al, 1990;
Schroder et al, 1990). Ademads, el TNF-a induce la formacién de ceramida a partir de
esfingomielina, que viaja a la mitocondria, donde es capaz de inhibir el flujo de electrones, con
dos consecuencias importantes: en primer lugar se produce una importante disminucién en la
produccién de ATP. Por otra parte, al ser interrumpida la cadena respiratoria a nivel del
complejo 3, se produce un aumento de la produccidn de superdxido y de perdxido de
hidrégeno mitocondrial. De esta manera, la liberacion de TNF-a constituye un factor

prooxidante, aumentando el estrés oxidativo a nivel mitocondrial (Videla, 2003).

Estos datos sugieren que, ademas de la hiperamonemia, la inflamacion (por ejemplo el
TNF-a) también puede contribuir a la mayor induccién de estrés oxidativo en pacientes con

EHM.
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3.2. Alteraciones en especies reactivas del oxigeno/nitrégeno, potencial de
membrana mitocondrial y glutation reducido en células mononucleares

sanguineas

Una vez comprobado que los pacientes con EHM presentan estrés oxidativo/nitrosativo,
con dafio oxidativo en biomoléculas en sangre y un aumento de la actividad de las enzimas
antioxidantes en eritrocitos y células mononucleares (linfocitos y monocitos), nos propusimos
caracterizar qué especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS) tenian los niveles
alterados y en qué tipo celular en sangre. Para ello realizamos un estudio mediante citometria
de flujo analizando distintos ROS/RNS (superdxido, perdxido de hidrogeno, oxido nitrico,
perdxidos/peroxinitrito) en diferentes poblaciones leucocitarias. También medimos el
potencial de membrana mitocondrial y el GSH, relacionados con el estrés

oxidativo/nitrosativo.

Para analizar la produccion de ROS/RNS mediante citometria de flujo, elegimos las
poblaciones mayoritarias de leucocitos, por una parte las células implicadas en la inmunidad
innata (Neutréfilos, Monocitos) y en la inmunidad adquirida (Linfocitos T, con sus principales
subtipos T CD8+ y T CD4+ v, los Linfocitos B). Se sabe que los Neutréfilos y Monocitos son las
principales células productoras de ROS/RNS, ya que su funcion es fagocitar componentes
exdgenos o enddgenos que suponen una amenaza para el organismo llevando a cabo la
destruccidn intracelular del agente dafiino (Male at al, 2012). Este proceso de destruccion esta
mediado por los ROS/RNS generados que atacan a proteinas, lipidos y ADN del agente dafiino
aunque también pueden atacar las células del propio organismo. Los datos obtenidos
muestran que en los pacientes con EHM, los Linfocitos también tienen un papel importante en
el aumento del estrés oxidativo pudiendo explicarse como una respuesta adaptativa del

organismo a la inflamacidn crénica persistente en los pacientes con EHM.

La citometria de flujo nos permitié separar 8 poblaciones celulares de la serie blanca y
analizar en cada una los niveles de ROS/RNS. Sin embargo las actividades de las enzimas
antioxidantes no pudimos determinarlas en cada tipo celular porque la insuficiente cantidad
de muestra no lo permitia. Por tanto, sélo podemos relacionar los datos de ROS/RNS en cada
tipo celular con las actividades de las enzimas antioxidantes en células mononucleares

(monocitos y linfocitos) en su conjunto.

Medimos los niveles de las distintas ROS/RNS en condiciones basales y su respuesta a la

adicion de superdéxido, 6xido nitrico 6 un despolarizante de la membrana mitocondrial. Las
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principales diferencias encontradas entre los pacientes con EHM y los controles, en una vision

global, se resumen en la Tabla 33y, se discuten en los apartados 3.2.1y 3.2.2.

Tabla 33: Resultados obtenidos en pacientes con EHM en comparacion con los controles

Condiciones basales Respuesta a estrés
J potencial memb mitocondrial Ausencia de despolarizacién
" superdxido mitocondrial J superéxido mitocondrial
J superdxido celular { superdxido celular
M perdxido de hidrégeno M perdxido de hidrégeno
/M éxido nitrico J éxido nitrico
J peréxidos/peroxinitrito N perdxidos/peroxinitrito
N tioles reducidos /M tioles reducidos en Monocitos, Linfocitos (By totales)
J tioles reducidos en Neutrofilos

/N aumento de niveles basales o en la respuesta al estrés en EHM comparado con controles
J 1 disminucion de niveles basales o menor aumento en respuesta al estrés en EHM comparado
con controles

3.2.1. Niveles basales de ROS/RNS, potencial de membrana mitocondrial y GSH
La mitocondria tiene como funcién principal la produccion de energia, mediante una
cascada de reacciones de oxido-reduccidon y transporte electrénico conocidas como
fosforilacién oxidativa que genera un gradiente de protones en la membrana mitocondrial
interna que se utiliza como fuerza motriz para la sintesis de ATP (Kowaltowski, 2000; Saraste,
1999). Durante este proceso, se generan ROS, como el peréxido de hidrégeno y el superéxido,
el cual difunde al citoplasma (Figura 62) donde puede reaccionar con el éxido nitrico, con la

consecuente formacién de peroxinitrito.

En condiciones basales, los pacientes con EHM tienen disminuido el potencial de
membrana mitocondrial en todas las poblaciones celulares respecto a los controles y muy
sutilmente respecto a los pacientes sin EHM, lo cual se traduce en una mayor despolarizacion
de la membrana mitocondrial. Esta despolarizacién puede conducir a la incapacidad de
mantener los gradientes electroquimicos necesarios para la fosforilacién oxidativa y sintesis
del ATP y a la generacién excesiva de ROS por la cadena de transporte electrénico (Green y

Reed, 1998).
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Figura 62. Generacion de superdxido en la mitocondria durante la respiracion celular y
posterior difusion al citosol

Los pacientes con EHM tienen niveles de superdxido mitocondrial mas altos que los
controles en todas las células de la serie blanca estudiadas excepto en las subpoblaciones de
linfocitos T (CD8+ y CD4+). Teniendo en cuenta que la actividad SOD total estd aumentada en
células mononucleares (linfocitos y monocitos), ésto sugiere que este aumento sélo es
suficiente para eliminar el exceso de superéxido formado en Linfocitos T, que mantienen los
niveles similares a los controles. En el resto de poblaciones celulares, el aumento de la
actividad SOD total en los pacientes con EHM es insuficiente para eliminar el exceso de

superdéxido producido en la mitocondria.

Los niveles de superdxido celular estan disminuidos en los pacientes con EHM respecto a
los controles en todas las poblaciones celulares estudiadas. Teniendo en cuenta que el
superéxido mitocondrial estd aumentado en los pacientes con EHM, la disminucién del
superdxido celular refleja una disminucién de superdxido citosdlico. EI mecanismo
antioxidante encargado de eliminar el superdxido es la SOD, que tiene isoformas citosdlica
(SOD-Cu/Zn) y mitocondrial (SOD-Mn). El 70% de la actividad SOD corresponde a la citosdlica
(Marklund, 1984). La disminucién del superdxido citosélico en los pacientes con EHM sugiere
que el superodxido formado en la mitocondria difunde al citosol y que la célula ha puesto en
marcha el mecanismo antioxidante adecuado para su eliminacion: el aumento de la actividad
SOD en pacientes con EHM, que es eficaz en la eliminacidon del superdxido citoplasmatico,

transformandolo en peréxido de hidrégeno. Por otra parte, el superdxido citosélico también
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podria estar reaccionando con el dxido nitrico, formando peroxinitrito. El conjunto de estos
dos mecanismos: 1) aumento de la eliminacién por parte de la SOD, formando perdxido de
hidréogeno y 2) aumento de la eliminacién por reaccidon con oxido nitrico, formando
peroxinitrito, explicaria los menores niveles de superéxido celular en pacientes con EHM en

comparacién con los controles (Figura 63).
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Figura 63. Esquema de las alteraciones de las ROS/RNS y enzimas antioxidantes en
condiciones basales en pacientes con EHM en comparacion con los controles (1:
aumento; J : disminucién)

En cuanto al perdxido de hidrégeno, los pacientes con EHM tienen mayores niveles en
comparaciéon con los controles en todas las poblaciones leucocitarias estudiadas,
principalmente en Neutrdfilos. Este perdxido de hidrégeno provendria de la detoxificacién del
superdéxido citosélico por la SOD-Cu/Zn, de acuerdo con la hipdtesis anterior. Esto sugiere
ademads que, aunque los mecanismos enzimdticos encargados de eliminar el perdxido de
hidrégeno (GPx y catalasa) estdan aumentados en células mononucleares, su aumento no es

suficiente para eliminarlo eficazmente (Figura 63).

El perdxido de hidrégeno, es una fuente de formacion de radical hidroxilo, que es muy
reactivo y tiene gran capacidad para producir dafio oxidativo en las biomoléculas (Yim et al,

1990; Halliwell, 1991). El aumento de perdxido de hidrégeno podria aumentar la formacion de
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hidroxilo que contribuiria al dafio oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos observado

en los pacientes con EHM.

Por otro lado, los niveles de dxido nitrico (NO) estdan aumentados en los pacientes con
EHM en comparacién con los controles en todas las poblaciones celulares estudiadas. Esto
seria consecuencia de un aumento de la actividad de la enzima éxido nitrico sintasa inducible
(iNOS), que se induce en los procesos inflamatorios y sintetiza grandes cantidades de NO. El
aumento de éxido nitrico, en este contexto celular constituye una fuente de generacién de
peroxinitrito por reaccion con el superéxido, apoyando el papel del 6xido nitrico en la
disminucién de superdxido citosdlico por su consumo en la formacidn de peroxinitrito (Figura

63).

Los niveles de perdxidos/peroxinitrito estan disminuidos en los pacientes con EHM
respecto a los controles en todas las poblaciones celulares estudiadas. Esto sugiere que, como
previamente indicdbamos, aunque esta aumentada la formacidn de peroxinitrito por reaccion
del superéxido citosélico y del NO, el peroxinitrito formado se estd consumiendo para nitrar
residuos tirosina libre y en proteina, formando 3-Nitrotirosina, que estd muy aumentada en

pacientes con EHM.

Los niveles de tioles reducidos, de los que el 95% es glutation reducido (GSH), estan
aumentados en los pacientes con EHM respecto a los controles en todas las poblaciones
celulares estudiadas. Este resultado es opuesto al obtenido en eritrocitos, donde encontramos
una disminucién. En las células mononucleares (linfocitos y monocitos) las actividades
glutation peroxidasa (GPx) y glutation S-transferasa (GST), que consumen GSH para detoxificar
perdxidos de hidrogeno o lipidicos, tienen aumentada su actividad. La actividad de la glutatién
reductasa (GR) estd también aumentada, pero en menor medida que la GPx y la GST, por lo
que en principio, parece que seria incapaz de mantener 6 aumentar los niveles de GSH.
Pensamos que el aumento de GSH en las células de la serie blanca y no en los eritrocitos en
pacientes con EHM no seria debida a diferencias en su degradacion sino en su biosintesis. Las
enzimas encargadas de sintetizar el GSH, la gamma-glutamilcisteina sintetasa y la glutatidn
sintetasa (Lu et al, 2009) estarian mas activas en la serie blanca de pacientes con EHM como
respuesta al estrés oxidativo. Al no poder regenerar suficiente GSH a través de la GR, la célula

se adaptaria aumentando su sintesis.
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3.2.2. Respuesta celular al aumento de ROS/RNS

Al estudiar el potencial de membrana mitocondrial tras adicion de un agente
despolarizante observamos una disminucion del potencial en los controles pero no en los
pacientes con EHM, indicando que en los pacientes ya existe una despolarizacion basal de la
membrana (disminucién del potencial de membrana mitocondrial), por lo que no responden al
agente despolarizante. Esta despolarizacién de la membrana mitocondrial, como hemos
comentado previamente, produciria una disminucion de la sintesis del ATP y generacidn

excesiva de ROS por la cadena de transporte electrénico.

Al afiadir un agente generador de superdxido para analizar la respuesta de la célula

observamos lo siguiente:

Los niveles de superdxido mitocondrial en todas las poblaciones celulares en los
pacientes con EHM se mantienen similares 6 aumentan menos (Linfocitos T y B) que en los
controles. Este resultado sugiere que la SOD mitocondrial (SOD-Mn) es capaz de eliminar una
mayor proporcion del superdxido generado exdgenamente, corroborando un aumento de su
actividad, especialmente en Linfocitos B. En el caso de los linfocitos T, la SOD-Mn es capaz de
eliminar el exceso de superdxido mitocondrial, tanto el generado exdgenamente como el basal
enddégeno, lo que indica un mayor aumento de la actividad SOD-Mn en los linfocitos T que en
las otras poblaciones celulares. El hecho de que, a pesar de la mayor capacidad de detoxificar
superoxido mitocondrial en pacientes con EHM, sus niveles estén aumentados en condiciones
basales indica que hay un gran aumento de formaciéon de superdxido en mitocondrias de

pacientes con EHM.

Los niveles de superdxido citosdlico también aumentan menos en todas las poblaciones
celulares (excepto en monocitos) en los pacientes con EHM que en controles. Esto indica una
mayor eliminacion y que los mecanismos para eliminarlo estan siendo eficaces. Como se ha
comentado antes, dos mecanismos podrian contribuir a la eliminacidn de superdxido:
aumento de la actividad SOD y aumento del consumo por reacciéon con el NO para formar

peroxinitrito.

Por otro lado, el aumento de peréxido de hidrégeno en respuesta al superdxido exdgeno
es mayor en todas las poblaciones celulares en los pacientes con EHM que en los controles.
Estos resultados corroboran que el aumento de actividad de SOD en células mononucleares en
los pacientes esta siendo eficaz en la realizacidon de su funcién, convirtiendo el superdxido en

peréxido de hidrégeno y, que los mecanismos encargados de eliminar el perdxido de
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hidrégeno (GPx, catalasa) de dichas células aunque estan aumentados, no son suficientes para

eliminar todo el aumento en la generacion de perdxido de hidrégeno.

La adicidn de superdxido produce un mayor aumento de los niveles de peroxinitrito en
los pacientes con EHM que en los controles, sugiriendo que cuando hay un exceso de
superoéxido, éste reacciona con el NO para formar peroxinitrito, cuya concentracion aumenta
mas que en los controles. El hecho de que los niveles de peroxinitrito en pacientes con EHM
sean menores que en controles en condiciones basales pero mayores tras adicion de
superoéxido exdgeno sugiere que, en condiciones basales el peroxintrito reacciona con tirosina
para formar 3-Nitrotirosina (3-NT) mas rapidamente de lo que se forma el peroxinitrito. En
cambio, cuando se anade repentinamente grandes cantidades de superdxido exdgeno, el
peroxinitrito se forma muy rdpidamente mientras que su reaccién con tirosina para formar 3-

NT es mds lenta, por lo que se acumula el peroxinitrito (Figura 64).

Cuando afiadimos un agente generador de NO, el aumento de NO en los pacientes con
EHM es menor que en los controles. Esto indica que se elimina mds rapidamente en los
pacientes, lo que apoya que una mayor cantidad de Oxido nitrico se estd utilizando para

generar peroxinitrito.

El aumento de superdxido exégeno produce una disminuciéon de los niveles de GSH
Unicamente en los Neutrdfilos y ligeramente en Linfocitos T (CD8+ y CD4+) de pacientes con
EHM, sugiriendo que el aumento de peréxido de hidrégeno formado es utilizado por la GP,
que oxida el GSH a GSSG. Sin embargo, en Monocitos y Linfocitos B, los niveles de GSH en
pacientes con EHM disminuyen menos que en los controles. Como se comenta antes, ésto
podria ser debido a una mayor sintesis debida a una mayor actividad de la gamma-

glutamilcisteina sintetasa y la glutatidn sintetasa.
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Figura 64. Esquema de las alteraciones de las ROS/RNS y enzimas antioxidantes tras
adicion de superdxido/éxido nitrico en pacientes con EHM en comparaciéon con los

controles (1 : aumento; 4 : disminucion)

En general, en pacientes sin EHM, las concentraciones basales de ROS/RNS y su

respuesta a superdxido u o6xido nitrico generados exdgenamente, muestran alteraciones

similares a las de los pacientes con EHM, aunque de menor intensidad 6 grado. Las principales

diferencias entre ambos tipos de pacientes se muestran en la Tabla 34:

Tabla 34: Resultados obtenidos en pacientes con EHM en comparacion con los sin EHM

Condiciones basales

Respuesta a estrés

Ausencia de despolarizacion

Ausencia de despolarizacién

M superdxido mitocondrial en Monocitos

J superdxido mitocondrial en Linfocitos B

J superdxido celular

{ superoxido celular en Leucocitos y Linfocitos
(T CD8+ y totales)

M perdxido de hidrégeno en Neutrdfilos

N peréxido de hidrégeno en Leucocitos,
Neutréfilos, Monocitos y Linfocitos T CD8+

/ 6xido nitrico en Linfocitos totales

J dxido nitrico (excepto Linfocitos B)

J peréxidos/peroxinitrito en Linfocitos
(T CD8+, T CD4+y B)

1 perdxidos/peroxinitrito

/M tioles reducidos (excepto Linfocitos B)

N tioles reducidos en Monocitos

‘N aumento de niveles basales o en respuesta al estrés en EHM comparado con controles
J i disminucién de niveles basales o menor aumento en respuesta al estrés en EHM comparado
con controles; (se remarcan en negrita las diferencias mds acusadas)
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Como podemos observar en la Tabla 34 las diferencias entre pacientes con y sin EHM en
la mayoria de parametros medidos son similares a las diferencias respecto a los controles pero
se presentan en menos poblaciones celulares o en ninguna en el caso del potencial de
mebrana en el que ambos tipos de pacientes presentan una despolarizacién basal en todos los

tipos celulares que las incapacita para responder a un agente despolarizante.

Los parametros en los que se observaron mayores diferencias son la disminucién del
superoxido celular basal y la disminucion de los peréxidos/peroxinitrito en las subpoblaciones
linfocitarias. Otra diferencia importante es el aumento de tioles reducidos (GSH) en los
pacientes con EHM en comparacién a los sin EHM, sugieriendo que, como respuesta a un

mayor estrés oxidativo aumenta de sintesis de GSH como se ha comentado antes.

Las principales diferencias en las respuestas celulares a la adicion de éxido nitrico 6
superéxido exdgenos, son una disminucién del NO y del superdxido y, un aumento de los
perdxidos/peroxinitritos. Esto sugiere que existe una mayor formacién de peroxinitrito en los
pacientes con EHM que en los sin EHM. Este peroxinitrito nitra residuos de tirosina formando

la 3-Nitrotirosina (3-NT).

El analisis de correlaciones de los resultados del estudio muestra que el aumento del
oxido nitrico en los Linfocitos totales se correlaciona con la inflamacién en sangre (IL-6),
sugiriendo que en pacientes con EHM, la inflamacién induciria la generacién de NO en los
linfocitos. La inflamacién también correlaciona con el aumento de 3-NT, sugiriendo que el
aumento de NO producido durante la inflamacidon y su posterior reaccién con el superdxido es

la principal causa del aumento de 3-NT.

También existe una correlacion entre el aumento del ratio GSSG/GSH en sangre, y el
aumento del perdxido de hidrégeno en Neutroéfilos. El ratio GSSG/GSH aumentaria por el
consumo de GSH por la GPx para intentar eliminar el exceso de perdxido de hidrégeno. El
aumento de perdxido de hidrégeno en este tipo celular era esperable ya que los Neutréfilos

son células fagociticas preparadas para generar grandes cantidades de ROS/RNS.

En cuanto a las alteraciones neuroldgicas, el aumento de NO en los Linfocitos totales se
correlaciona muy bien con las alteraciones en la coordinacién motora (bimanual y
visuomotora) y en el PHES. A su vez, estas alteraciones también se correlacionan con el
aumento de 3-NT en suero, lo que sugiere como antes que el aumento de NO producido en los

Linfocitos como consecuencia de la inflamacién es el responsable del aumento de la formacién
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de peroxinitrito y de la 3-NT que serian los factores mas determinantes en las alteraciones de

coordinaciéon motora y en la obtencidn de peores resultados en el PHES en EHM.

Por otra parte, las alteraciones en atencion correlacionan con la disminucién en los
niveles basales de perdxidos/peroxinitrito en los Linfocitos B, sugiriendo un papel relevante de
estas células en el consumo de peroxinitrito para formar 3-NT que también correlaciona con

los déficits de atencion.

Estos datos sugieren que el aumento de NO, peroxinitrito y 3-NT son contribuyentes
esenciales a las alteraciones en coordinacién motora y atencién. De momento, no disponemos
de datos suficientes para entender la razén por la que la correlacidn se observa en Linfocitos T

para déficits de coordinacién y en Linfocitos B para los de atencion.

En este sentido, llama la atencidon que las correlaciones parecen distintas cuando se
analizan los datos tras inducir un aumento de superdxido exdgeno. En este caso los cambios en
superéxido mitocondrial en los Linfocitos B correlacidon con la alteraciéon de la coordinacion
visuomotora y el deterioro en la realizacién del PHES. Sin embargo, las alteraciones en la
atencién, correlacionan con cambios en NO tras adicién de un generador de NO en linfocitos T
CD8+ y en células fagociticas. EIl menor aumento del superdxido mitocondrial y del NO en
pacientes con EHM, tras adicién de los generadores exdgenos sugiere, como hemos indicado,
un mayor consumo por una mayor formacidon de peroxinitrito que, a su vez nitra tirosinas
formando 3-NT, por lo que estas correlaciones podrian indicar que es el aumento de formacién
de 3-NT y de la nitracidn de tirosina en proteinas lo que estaria mediando las alteraciones

cognitivas y motoras.

Pensamos que el aumento que observamos en la formaciéon de peroxinitrito y
nitrotirosina (3-NT) en células sanguineas y en sangre de pacientes con EHM se produce
también en cerebro. Esto podria conducir a la nitracién patolégica de proteinas cerebrales que
modulan los procesos cognitivos y motores, conduciendo al deterioro de los mismos. Por
ejemplo, el receptor NMDA (N-Metil-D-Aspartato) modula procesos de aprendizaje y memoria
mediante la activacion de la via glutamato-NO-GMPc. Se ha descrito que el peroxinitrito puede
nitrar el receptor NMDA, produciendo un aumento en su activacion (Muscoli et al, 2013). El
receptor NMDA juega un papel esencial en los procesos de aprendizaje y memoria. La
alteracion de su funcién por nitracién podria contribuir al deterioro cognitivo en EHM. Nuestro
grupo ha demostrado que en modelos animales de EHM existe un aumento de la activacion
tdnica del receptor NMDA en cerebelo, que disminuye la funcién de dicha via, reduciendo la

capacidad del aprendizaje y la memoria (Erceg et al, 2005; EIMIili et al, 2010; Felipo, 2013). Es
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posible que la nitracién de residuos tirosina del receptor NMDA contribuya a esta
hiperexcitabilidad y a la alteraciéon de la via glutamato-NO-GMPc con las consecuentes

alteraciones cognitivas.

El estrés oxidativo/nitrosativo en sangre podria servir como indicador de su presencia en
cerebro. El estudio de los mecanismos por los que se produce el estrés oxidativo/nitrosativo en
sangre podria ayudar a entender cdmo se produce en cerebro y a disefiar procedimientos para
prevenirlo o revertirlo. Estos procedimientos podrian ser utiles para mejorar el deterioro

cognitivo y motor en EHM.
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. La bateria de tests psicométricos PHES no es suficientemente sensible para detectar
finamente algunas alteraciones cognitivas y motoras presentes en pacientes con

EHM, dejando sin diagnosticar a algunos pacientes.

. Otros tests psicométricos detectan con mayor sensibilidad que la bateria PHES
alteraciones en funciones cognitivas y motoras especificas en pacientes con EHM. En
particular, los tests de coordinacidon bimanual y visuomotora, los tests de Stroop y de
Claves Oral para la atencién selectiva y velocidad de procesamiento mental y el test
d2 para la atencidn selectiva-sostenida y la concentracién mental. Estos tests pueden

mejorar el diagndstico de la EHM.

. Los pacientes cirréticos con EHM presentan estrés oxidativo/nitrosativo en sangre,
con aumento de peroxidacion lipidica, oxidacién del ADN, carbonilacion de proteinas,
nitracion de tirosina y del ratio GSSG/GSH y disminucidn de los niveles de GSH. Los
pacientes sin EHM también presentan estrés oxidativo/nitrosativo pero en menor
grado. La correlacidn existente entre los marcadores de dafio oxidativo/nitrosativo
en sangre (3-NT, MDA, GSH) y la inflamacién sugiere un papel relevante de ésta en la

generacion del estrés oxidativo.

. La correlacion existente entre los déficits de atencién, concentracién mental y
coordinacion motora y los marcadores de dafio oxidativo/nitrosativo en sangre
(3-NT, MDA, GSH) sugiere un papel del estrés oxidativo en estas alteraciones

neuroldgicas.

. La actividad de las enzimas antioxidantes esta aumentada en eritrocitos y células
mononucleares de los pacientes con y sin EHM. Unicamente la actividad glutation
peroxidasa estd aumentada en pacientes con EHM respecto a pacientes sin EHM.
Este aumento seria un mecanismo adaptativo para eliminar el perdxido de hidrégeno
generado como consecuencia del aumento en la formaciéon de superdxido

mitocondrial.

. La membrana mitocondrial de los pacientes con EHM se encuentra despolarizada,

contribuyendo a la generacidon excesiva de superéxido y perdxido de hidrégeno.
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7. En las poblaciones leucocitarias, especialmente en Linfocitos, de los pacientes con

EHM, esta aumentado el superdxido mitocondrial y disminuido el superdxido celular.
Esta disminucion seria consecuencia de: a) la reaccién con el 6xido nitrico para
formar peroxinitrito, que nitra tirosinas formando 3-Nitrotirosina y b) su consumo
por la superdxido dismutasa para formar perdxido de hidrégeno. Tanto los niveles de
3-Nitrotirosina como los de perdxido de hidrégeno estan muy aumentados en

pacientes con EHM.

Las principales diferencias entre los pacientes con y sin EHM en la respuesta celular a
un aumento de superdxido/dxido nitrico exdgenos son menores aumentos de dxido
nitrico y de superdxido y un mayor aumento del peroxinitrito, indicando que en los
pacientes con EHM se forma mas peroxinitrito. Sin embargo, los niveles basales de
peroxinitrito son menores en pacientes con EHM, probablemente porque ha ido
reaccionando con tirosina para formar 3-Nitrotirosina, que estd muy aumentada en

pacientes con EHM.

El aumento de dxido nitrico en Linfocitos correlaciona con la inflamacién, que
también correlaciona con el aumento de 3-Nitrotirosina. Esto sugiere que, en
pacientes con EHM, la inflamacién induciria la generacion de éxido nitrico en
linfocitos y que su reaccidon con el superéxido seria la principal causa del aumento de
3-Nitrotirosina. Este proceso seria un contribuyente esencial a los déficits en
coordinacion motora, atencién y en la realizacién de los tests del PHES en pacientes

con EHM.
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Tabla 35. Correlaciones entre indicadores de dafio oxidativo y especies reactivas del oxigeno/nitrégeno

/1 TIOLES REDUCIDOS
(CMF)

4 OXIDO NITRICO (DAF)

r=0,529

r=0,554
p<0,001

r=0,567
p<0,001

r=0,500
p<0,001

PARAMETRO POBLACION CELULAR
LEUCOS |NEUTROS |MONOS |LINFOST [LINFOST [LINFOST | LINFOS | LINFOS
CD8+ CD4+ B TOTALES
4 PEROXIDOS (DCF) r=0,577
p<0,001
J SUPEROXIDO r=-0,526 r=-0,574 |r=-0,565 r=-0,502
CELULAR (HE) p<0,001 p<0,001 | p<0,001 p=0,001
J ratio MTX r=-0,749
p<0,001
4 OXIDO NITRICO (DAF) | r=0,526 r=0,639 |r=0,625 | r=0,648 r=0,699
p<0,001 p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p<0,001
J ratio DAF r=-0,612 | r=-0,610 r=-0,576 |r=-0,573 r=-0,551
p<0,001 | p<0,001 p<0,001 |p<0,001 p=0,004
4 ratio DHR r=0,692 r=0,655 | r=0,539 |r=0,667 |r=0,729 |r=0,561
p<0,001 p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p=0,005
4 TIOLES REDUCIDOS | r=0,740 | r=0,718 |r=0,605 |r=0,772 |r=0,657 |r=0,754 |r=0,665 |r=0,720
(CMF) p<0,001 p<0,001
1 ratio DCF r=0,601 r=0,596 |r=0,629 |r=0,703
p<0,001 p<0,001 | p<0,001 |p<0,001
4 ratio DHR r=0,547 | r=0,712 r=0,537 |r=0,629 |r=0,617
p=0,001

 ratio DHR

r=0,532
p<0,001
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Tabla 36. Correlaciones entre parametros bioquimicos y especies reactivas del oxigeno/nitrégeno

“ IL-6 EN SUERO

PARAMETRO POBLACION CELULAR
LEUCOS |NEUTROS | MONOS |[LINFOST |LINFOST |LINFOST | LINFOS | LINFOS
CD8+ CD4+ B TOTALES
4 PEROXIDOS (DCF) r=0,596 | r=0,551
p=0,004 | p<0,001
4 6XIDO NIiTRICO (DAF) r=0,504 r=0,654
p<0,001 p<0,001
4 TIOLES REDUCIDOS | r=0,602 | r=0,593 r=0,513
(CMF) p<0,001 | p<0,001 p<0,001
1 GMPc EN PLASMA
4> PEROXIDOS (DCF) r=0,549
p<0,001
4 OXIDO NITRICO (DAF) r=0,545
p=0,007
 ratio DHR r=0,518 r=0,531
p<0,001 p<0,001
4 TIOLES REDUCIDOS | r=0,584 | r=0,612 r=0,592 r=0,612
(CMF) p<0,001 | p<0,001 p<0,001 p<0,001
1 AMONIO EN SANGRE TOTAL
4 OXIDO NITRICO (DAF) r=0,528
p=0,008
4 TIOLES REDUCIDOS | r=0,536 | r=0,523 r=0,533
(CMF) p<0,001 | p<0,001 p<0,001
Tabla 37. Correlaciones entre presencia de EHM (segun PHES) y especies reactivas del oxigeno/nitrégeno
PRESENCIA DE ENCEFALOPATIA HEPATICA MiNIMA
PARAMETRO POBLACION CELULAR
LEUCOS |NEUTROS |MONOS |LINFOST |LINFOST |LINFOST | LINFOS | LINFOS
CD8+ CD4+ B TOTALES
J' puntuacién total PHES
J SUPEROXIDO r=0,530
CELULAR (HE) p=0,005
J ratio SUPEROXIDO r=0,609
MITOCONDRIAL (MTX) p=0,001
4 OXIDO NITRICO (DAF) r=-0,640
p<0,001
J PEROXIDOS Y r=0,566
PEROXINITRITO (DHR) p<0,001
 ratio DHR r=-0,593 |r=-0,518 |r=-0,629 r=-0,502
p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p<0,001
A TIOLES REDUCIDOS | r=-0,547 | r=-0,522 r=-0,512 |r=-0,553 |r=-0,625 r=-0,593
(CMF) p<0,001 | p<0,001 p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p<0,001
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Tabla 38. Correlaciones entre alteraciones cognitivas y especies reactivas del oxigeno/nitrégeno

PARAMETRO POBLACION CELULAR
LEUCOS |NEUTROS |MONOS |LINFOST |LINFOST [LINFOST | LINFOS | LINFOS
CDS8+ CD4+ B TOTALES

J SUPEROXIDO r=0,603 r=0,501 r=0,591
CELULAR (HE) TOT p<0,001 p<0,001 p<0,001
J ratio DAF r=0,719 r=0,697 r=0,635 | r=0,682 |r=0,620 | r=0,568 r=0,612
TOT p<0,001 | p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p=0,001
J PEROXIDOS Y r=0,641
PEROXINITRITO (DHR) r=0,666
TOT/CON p<0,001
J SUPEROXIDO r=0,603 r=0,501 r=0,591
CELULAR (HE) TOT p<0,001 p<0,001 p<0,001
“Mratio DHR r=-0,578
CON p<0,001
M TIOLES REDUCIDOS r=-0,525 r=-0,550
(CMF) TOT p<0,001 p<0,001

J SUPEROXIDO r=0,536 | r=0,523 r=0,551 r=0,586
CELULAR (HE) p<0,001 | p<0,001 p<0,001 p<0,001
J ratio DAF r=0,616 | r=0,635 |r=0,574 |r=0,608 |r=0,619 r=0,538
p<0,001 | p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p=0,002
J PEROXIDOS Y r=0,733
PEROXINITRITO (DHR) p<0,001
A TIOLES REDUCIDOS | r=-0,513
(CMF) PAL-COL p<0,001
4> OXIDO NITRICO (DAF) r=-0,574
p=0,002
J ratio DAF r=0,545 r=0,506 r=0,507 | r=0,606 r=0,551
p<0,001 | p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p<0,001
A TIOLES REDUCIDOS | r=-0,562 | r=-0,522 |r=-0,519 |r=-0,560 |r=-0,506 |r=-0,554
(CMF) p<0,001
J SUPEROXIDO r=0,505
CELULAR (HE) p<0,001
J ratio DAF r=0,510 r=0,546
p<0,001 p=0,002

1 TIOLES REDUCIDOS
(CMF)

r=-0,505

p<0,001
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Tabla 39. Correlaciones entre alteraciones motoras y especies reactivas del oxigeno/nitrégeno

PARAMETRO POBLACION CELULAR
LEUCOS |NEUTROS |MONOS |LINFOST |LINFOST |LINFOST | LINFOS | LINFOS
CD8+ CD4+ B TOTALES

1 ratio PEROXIDOS r=-0,510
(DCF) p<0,001
J SUPEROXIDO r=0,634
CELULAR (HE) p<0,001
4> O6XIDO NITRICO (DAF) r=-0,574
p=0,001
1 ratio DHR r=-0,525 r=-0,591 |r=-0,587 |r=-0,673 |r=-0,529
p<0,001 p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p=0,005
1 TIOLES REDUCIDOS r=-0,529
(CMF) p<0,001

1 SUPEROXIDO r=0,504

MITOCONDRIAL (MTX) p=0,003

J ratio SUPEROXIDO r=-0,566

MITOCONDRIAL (MTX) p=0,004
4 OXIDO NITRICO (DAF) r=0,619
p<0,001

J ratio DAF r=-0,534

p=0,002

1 TIOLES REDUCIDOS
(CMF)

r=0,528

r=0,515
p<0,001

r=0,521
p<0,001

r=0,540
p<0,001

r=0,548
p<0,001

J ratio SUPEROXIDO r=-0,673

MITOCONDRIAL (MTX) p<0,001
4 OXIDO NITRICO (DAF) r=0,618
p<0,001

J ratio DAF r=-0,510

p=0,003
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