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Abreviaturas

Palabras clave

Cirrosis hepatica, encefalopatia hepatica minima, rifaximina.

Abreviaturas

ACLF - fallo hepatico agudo sobre cronico
ADN — 4cido desoxirribonucleico

Alb — albamina

ALT — alanina aminotransferasa

ARN — 4cido ribonucleico

AST — aspartato aminotransferasa
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BBNC — beta-bloqueantes no cardioselectivos
BHE — barrera hematoencefalica
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BSA — albimina de suero bovino

C — comisiones

Co — colores

CHC - carcinoma hepatocelular

Col — colesterol

CON - indice de concentracion

CPA — células presentadoras de antigeno
DAMPs — patrones moleculares asociados al dafio
DL — dislipemia

DM - diabetes mellitus

EEM - error estandar de la media

EH — encefalopatia hepatica

EHC — encefalopatia hepética clinica

EHE — encefalopatia hepatica encubierta

EHGNA — enfermedad hepatica grasa no alcohdlica



Maria Pilar Ballester Ferré

EHM — encefalopatia hepatica minima

FA — fosfatasa alcalina

GABA - acido gamma-aminobutirico

GGT — gamma glutamil transferasa

Hgb — hemoglobina

HTA - hipertension arterial

HTP — hipertension portal

IBP — inhibidores de la bomba de protones

IC95 — intervalo de confianza del 95%

[FNy — interferén gamma

Ig — inmunoglobulina

IL — interleucina

IL-1ra — receptor del antagonista de la IL-1

INR — ratio internacional normalizado

ISHEN — Sociedad Internacional para la Encefalopatia Hepatica y el Metabolismo del
Nitrégeno

Leuc — leucocitos

MELD — model for end stage liver disease

MHC — complejo mayor de histocompatibilidad

NK — natural killer

O — omisiones

OR — razon de probabilidad

P — palabras

PAMPs — patrones moleculares asociados a patdgeno

PBE — peritonitis bacteriana espontanea

PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cells

PC — palabras-colores

PHES — Psychometric Hepatic Encephalopathy Score

Plaq — plaquetas

Prot — proteinas

qPCR — PCR cuantitativa

Resp — respondedor

RM - resonancia magnética

ROC — receiver operating characteristic
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SHR — sindrome hepatorrenal

SNC — sistema nervioso central

TA —total de aciertos
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TOT — efectividad total de la prueba
TP — tiempo de protrombina

TPS — test de puntos seriados

TR — total de respuestas

Treg — linfocitos T reguladores

TSD — test de simbolos y digitos

VHB - virus de la hepatitis B

VHC - virus de la hepatitis C
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Resumen

Resumen

Introduccion: La encefalopatia hepatica minima (EHM) es una entidad frecuente, poco
diagnosticada, que condiciona el prondstico en pacientes con cirrosis hepatica. La respuesta
inflamatoria tiene un papel esencial en su patogenia pero no esta bien definido. La rifaximina

mejora las alteraciones neuroldgicas pero su mecanismo de accion es desconocido.

Objetivos: caracterizar las alteraciones cognitivas y motoras asociadas a la EHM,
diagnosticada por el PHES, mediante test psicométricos especificos, estudiar los mecanismos

inflamatorios asociados a las alteraciones neurologicas y analizar el efecto de la rifaximina.

Material y métodos: estudio prospectivo de una cohorte de pacientes con cirrosis controlados
en los Hospitales Clinico y Arnau de Vilanova de Valencia. Se excluyeron pacientes con
enfermedad neuroldgica o psiquiatrica, episodios de encefalopatia hepatica previos, consumo de
alcohol o drogas, infeccion o hemorragia digestiva recientes, tratamiento antiviral activo, TIPS o
hepatocarcinoma. Se incluyd un grupo control con los criterios de exclusion aplicables. Se
diagnostico la EHM en base al PHES. Se recogieron variables clinicas, se realizaron test
psicométricos, se midieron niveles de amonio y se estudidé el inmunofenotipo, el nivel de
citocinas, los factores de transcripcion y los niveles de IgG en sangre mediante citometria de flujo,
ELISA, PCR cuantitativa y Western Blot, respectivamente. Los pacientes con EHM recibieron
rifaximina y se evalud la respuesta con el PHES a los 3 meses. Se repitieron los test psicométricos

y los analisis de sangre y se compararon en funcion de la respuesta al tratamiento.

Resultados: La EHM en base al PHES, se relaciono con la cirrosis descompensada con ascitis
y/o peritonitis bacteriana espontanea, los diuréticos, la hiponatremia y plaquetopenia. Los test
psicométricos detectaron alteraciones neurologicas en pacientes sin EHM por el PHES. Los niveles
de amonio presentaron una correlacion moderada con el PHES. Los pacientes con EHM asociaron
una alteracion inflamatoria caracterizada por aumento en los niveles de linfocitos T autorreactivos
y activados, IL-22, factor AHR e IgG. La rifaximina revertié la EHM en un 66% de pacientes con
una mejoria de las alteraciones neurologicas asociada a una normalizacion de los parametros
inflamatorios con una peor respuesta en pacientes con alteraciones metabolicas y ausencia de

elevacion de linfocitos T activados al inicio del tratamiento.

Conclusiones: Una gran proporcion de pacientes con cirrosis presenta alteraciones
neurologicas detectadas con test psicométricos especificos e infradiagnosticadas por el PHES,

asociadas a un estado de inflamacion sistémica que podria ser revertido con la rifaximina.
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Introduccion

1. CIRROSIS HEPATICA

1.1. Definicion

La cirrosis hepatica es el estadio final de un proceso de fibrosis progresiva, en
respuesta a un dafio hepatico cronico, que da lugar a la distorsion de la arquitectura lobular

con la formacion de septos fibrosos y nodulos de regeneracion (Figura 1) (1).

Figura 1. Histologia de la cirrosis hepatica: septos fibrosos y nddulos de regeneracion
(tincion tricromica de Masson) (1).

1.2. Epidemiologia

La cirrosis hepéatica supone una patologia de creciente morbimortalidad en los paises

mas desarrollados.

Su prevalencia es desconocida. Se estima que en Estados Unidos esté entre el 0,15%
y el 0,27% (2-3). En Europa, la prevalencia de hepatopatia cronica en el afio 2016 en los
35 paises, oscild entre 447 (Islandia) a 1100 (Rumania) casos por 100.000 habitantes, con
una media de 833. La prevalencia por etiologias fue de 312 por 100.000 habitantes para
el consumo de alcohol, 212 por 100.000 habitantes para la infeccion por el virus de la
hepatitis C (VHC), 130 por 100.000 habitantes para la infeccion por el virus de la hepatitis
B (VHB) y 116 por 100.000 habitantes para otras causas (4-5) (Figura 2).
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Figura 2. Cambio porcentual estandarizado por edad en la incidencia de cirrosis hepatica y
otras enfermedades hepaticas cronicas desde 1990 a 2017 (casos nuevos por 100.000

habitantes).

Supone la cuarta causa mas frecuente de muerte en adultos, con un total de 8 millones
de muertes por afio en Europa (4). Las tasas de mortalidad, segtin los datos de los registros
de certificacion de defuncion recopilados por la Organizacion Mundial de la Salud, se
correlacionan con los datos de prevalencia con una tasa de 36 muertes por cada 100.000
habitantes en Rumania y por debajo de 10 casos por 100.000 habitantes en Islandia y
Noruega (6).

En Espafia, de acuerdo con los datos del Instituto Nacional de Estadistica (7), el
nimero de defunciones atribuidas a la cirrosis se ha reducido discretamente, pasando de

unos 6000 casos en el afio 2000 a unos 5400 en el afio 2018.
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1.3. Etiologia

La etiologia de la cirrosis hepatica varia geograficamente.

Las causas mas frecuentes en los paises desarrollados son la infeccion por el VHC, el
consumo de alcohol y la enfermedad hepatica grasa no alcoholica (EHGNA) (8-9). Estas
tres juntas, suponian el 80% de los pacientes en lista de espera de trasplante en Estados
Unidos entre el 2004 y el 2013 (10). Ademas, la EHGNA se ha convertido en una de las
principales causas de hepatopatia cronica en las ultimas décadas en los paises
occidentales, donde presenta una prevalencia de hasta el 30% en la poblacion general (11-

12).

La infeccion por el VHB es la primera causa de cirrosis hepatica en los paises

subdesarrollados (13).

Otras causas de cirrosis incluyen la hepatitis autoinmune, la colangitis biliar primaria,
la colangitis esclerosante primaria, la hemocromatosis, la enfermedad de Wilson, el
déficit de alfa-1-antitripsina, el sindrome de Budd-Quiari, la toxicidad por farmacos o la

cirrosis criptogénica, definida como la cirrosis hepatica de etiologia incierta (1, 14-17).
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1.4. Diagnostico

El diagnostico de la cirrosis hepatica se establece a través de una biopsia hepatica con
fibrosis y nddulos de regeneracion o por la combinacién de datos clinicos, analiticos y

radiologicos caracteristicos de esta patologia.

Respecto a la clinica, la mayoria de las cirrosis se caracterizan por una fase
asintomatica o con sintomas inespecificos como anorexia, pérdida de peso, debilidad o
fatiga, denominada cirrosis compensada; seguida de una fase sintomatica y rapidamente

progresiva, denominada cirrosis descompensada (18).

En la fase de cirrosis compensada, el diagndstico se realiza generalmente de forma
incidental ante la presencia de una elevacion leve o moderada de las transaminasas o la
gamma glutamil transferasa (GGT) junto con un aumento del tamafio del higado o del
bazo en la exploracion fisica. Por el contrario, los pacientes con cirrosis descompensada
presentan un amplio abanico de signos y sintomas derivados de la insuficiencia
hepatocelular y de la hipertension portal (HTP) como la ictericia, la hemorragia digestiva
de origen variceal, la ascitis o la encefalopatia hepatica (EH). Otras complicaciones son
la peritonitis bacteriana espontanea (PBE), el sindrome hepatorrenal (SHR), ambos

asociados a la ascitis, o el desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC) (19).

En cuanto a los datos analiticos, se suele observar una elevacion leve o moderada de
la aspartato aminotransferasa (AST) mayor que de la alanina aminotransferasa (ALT); sin
embargo, niveles normales no excluyen la cirrosis hepatica (20). En la mayoria de las
hepatopatias cronicas, con excepcion de la hepatitis alcohdlica, el cociente AST/ALT es
menor de 1; con inversion del mismo a medida que la hepatopatia progresa a la fase de
cirrosis. La fosfatasa alcalina (FA) y la GGT estan elevadas en las hepatopatias
colestasicas. El tiempo de protrombina (TP) y el ratio internacional normalizado (INR)
estan elevados debido al déficit de factores de coagulacion. Los niveles de bilirrubina
aumentan, mientras que los niveles de albumina bajan a medida que disminuye la
capacidad funcional hepdtica. Es frecuente encontrar anemia normocrdmica; sin

embargo, la presencia de anemia macrocitica es mas tipica en la hepatopatia alcoholica.
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La leucopenia y la trombocitopenia también son frecuentes debidos al secuestro
esplénico y a la supresion medular secundaria al alcohol (21). Las inmunoglobulinas (Ig),
especialmente la fraccion gamma, estan elevadas debido a la alteracion en el aclaramiento

hepatico (22). La tabla 1 muestra los rangos fisioldgicos de los parametros analiticos.

Tabla 1. Rangos fisiologicos de los parametros analiticos.

PARAMETRO RANGO FISIOLOGICO

AST 1-37 U/L

ALT 1-41 U/L

GGT 1-55 U/L

FA 30-120 U/L

Bilirrubina 0,10-1,00 mg/dL

Albtimina 3,4-5,4 g/dL

TP 11-13,5 segundos

INR 0,9-1,3

Leucocitos 4,5-11 x10°/L

Hemoglobina Hombres: 13,8-17,2 g/dL
Mujeres: 12,1-15,1 g/dL

Plaquetas 150-400 x10°/L

Abreviaturas: AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; GGT:
gamma glutamil transferasa; FA: fosfatasa alcalina; TP: tiempo de protrombina; INR: ratio

internacional normalizado.

En la practica clinica se utilizan 2 escalas prondsticas de funcioén hepatica (Tabla 2):

1. Child-Pugh: evalta la supervivencia en ausencia de trasplante. Se calcula de
acuerdo con el grado de ascitis, las concentraciones plasmaticas de bilirrubina,
albumina, INR, y el grado de EH. Una puntuacion total de 5-6 es considerada
grado A (enfermedad compensada; supervivencia a los 2 afios del 85%); 7-9 es
grado B (compromiso funcional significativo; supervivencia a los 2 afios del
57%); y 10-15 es grado C (enfermedad descompensada; supervivencia a los 2
afios del 35%). Es un buen predictor de gravedad de hepatopatia en fase de
cirrosis, utilizado por su facil manejo pero con la limitacion de utilizar variables
subjetivas como la ascitis o la EH y de no distinguir de manera continua la

severidad de la enfermedad, manteniendo 3 categorias inamovibles (23).



Maria Pilar Ballester Ferré

2. Model for end stage liver disease (MELD): valora la gravedad de la cirrosis
hepatica y se utiliza para priorizar los pacientes en lista de trasplante. Aplica 3
variables sencillas y objetivas, dos de ellas (bilirrubina e INR) relacionadas con
el grado de insuficiencia hepatica, y la tercera (creatinina) relacionada con la
disfuncion renal, una complicacion frecuente en los estadios avanzados de la
cirrosis. La probabilidad de mortalidad a los 3 meses aumenta conforme aumenta

la puntuacion MELD (24).

Tabla 2. Escalas Child-Pugh y MELD.

Escala Child-Pugh

MEDICION 1 punto 2 puntos 3 puntos
Bilirrubina <2 mg/dL 2-3 mg/dL >3 mg/dL
Albtimina >3,5 g/dL 2,8-3,5 g/dL <2,8 g/dL.
INR <1,7 1,7-2,3 >2.3
Ascitis Ausente Leve Moderada-grave
(refractaria)

Encefalopatia Ausente Grado I-11 Grado III-1V
hepatica

Indice MELD

9.6 x In [creatinina (mg/dL)] + 3.8 X In [bilirrubina (mg/dL)] + 11.2 x In (INR) + 6.43

Abreviaturas: INR: ratio internacional normalizado.

Varias pruebas de imagen se utilizan junto con las pruebas de laboratorio para el
diagnostico de la cirrosis hepdtica. Estas incluyen la ecografia hepatica, la tomografia
computarizada (TC), la resonancia magnética (RM) y la elastografia de transicion

(fibroscan).

La ecografia es una prueba de bajo coste econdémico, no invasiva y ampliamente
disponible. Puede detectar la irregularidad y nodularidad hepética, asi como determinar
el ratio entre el diametro del I6bulo caudado y el l16bulo derecho, generalmente aumentado
en la cirrosis hepatica (25). Ademas, es una exploracion util para la deteccion precoz del
CHC y la funcién Doppler permite valorar la permeabilidad de las venas suprahepatica,

la porta, mesentérica y esplénica.
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La TC y la RM con contraste pueden ser utilizadas para el diagndstico del CHC y de
lesiones vasculares, con una mayor rentabilidad de la RM (26). La RM también puede
usarse para valorar los depdsitos de hierro y grasa en el caso de la hemocromatosis y la
esteatosis, asi como la obstruccion de la via biliar con la utilizacion de la colangioRM

(27-28). Sin embargo, es cara y no esta siempre disponible.

El fibroscan se utiliza para evaluar la fibrosis y la esteatosis hepatica, de forma rapida
y con una buena correlacion con la biopsia (29-30). Resulta muy util para estudiar la
evolucion de la enfermedad pero se ve limitada en algunas situaciones como la edad

avanzada, la obesidad, los estadios terminales de la cirrosis y es operador-dependiente

31).

1.5. Patogenia

Multiples células intervienen en la patogénesis de la cirrosis hepatica incluyendo los
hepatocitos y las células del sinusoide como las células estrelladas, las células

endoteliales y las células de Kupfter.

Los hepatocitos lesionados liberan especies reactivas de oxigeno y mediadores
inflamatorios que provocan la activacion de las células estrelladas y la fibrosis hepatica

(32).

Las células estrelladas forman parte de la pared del sinusoide hepético y su funcion
es almacenar vitamina A. Cuando éstas se exponen a citocinas inflamatorias, se activan,

se transforman en miofibroblastos y depositan colageno con el subsiguiente desarrollo de

fibrosis (33).

Las células endoteliales forman el revestimiento sinusoidal y se caracterizan por dejar
fenestraciones en la pared que permiten el intercambio de fluidos y nutrientes entre el
sinusoide y los hepatocitos (33-34) (Figura 3). El consumo cronico de alcohol puede
incurrir en la defenestracion de la pared del sinusoide y la aparicion de fibrosis

perisinusoidal (35).
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Las células de Kupffer son macréfagos satélites encargados de liberar mediadores
ante la exposicion a agentes nocivos y actuar como células presentadoras de antigeno

(CPA) para virus (36).

Figura 3. Microscopia electronica de transmision de alta resolucion de un sinusoide hepatico.
La luz del sinusoide (L) esta revestida por el endotelio (E) dando lugar a fenestras (flechas
pequefias) y areas recubiertas (asterisco). Se observa una particula lipidica (flecha grande)

pasando a través de las fenestras. El espacio de Disse (SD) se localiza entre el endotelio y los

hepatocitos y contiene numerosas microvellosidades de las células parenquimatosas (P) (34).

La aparicion de fibrosis da lugar a la formacioén de nuevos vasos dentro de la vaina
que rodea a los nddulos de regeneracion, cuya capacidad para drenar el volumen
sanguineo estd reducida. Ademas, se producen cambios en la regulacion vasomotora,

tanto intrahepaticamente como de forma sistémica (37).

Intrahepéticamente, las células endoteliales sintetizan 6xido nitrico y endotelina-1,
que actuan sobre las células estrelladas provocando relajacion o contraccion del sinusoide
respectivamente. En pacientes con cirrosis hepatica, se observa un aumento en la
produccion de endotelina-1 y en la sensibilidad de sus receptores con descenso en la

produccion de 6xido nitrico. Esto condiciona una mayor vasoconstriccion y remodelacion
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vascular por la contraccion de las células estrelladas en los sinusoides que da lugar a un

aumento en la resistencia vascular (38).

En la circulacion sistémica y esplacnica se produce el efecto contrario. El incremento
en la produccién de 6xido nitrico da lugar a una vasodilatacién con la consiguiente
disminuciéon de la resistencia vascular periférica. Esto promueve la activacion de los
sistemas renina-angiotensina-aldosterona, la reabsorcidon de sodio y retencién de agua y

la aparicion de circulacion hiperdinamica (39).

La formacion de colaterales portosistémicas tiene la finalidad de derivar una
proporcion significativa del flujo esplacnico hasta la circulacion general sin pasar por el
higado. Ello comporta consecuencias relevantes como la formacion de varices esofagicas,
evento clave en la historia natural de la cirrosis (8). La derivacidon portosistémica permite
que bacterias y productos bacterianos de procedencia intestinal alcancen la circulacion
general, favoreciendo a su vez la liberacion de citocinas que promueven la sintesis de
sustancias vasodilatadoras como el 6xido nitrico o la prostaciclina (PGI2). Ademas, a
través de la derivacion circulan péptidos gastrointestinales vasoactivos como el glucagon
que escapan al catabolismo hepatico ejerciendo efecto vasodilatador sistémico. Estos
fendmenos contribuyen a explicar la circulacion hiperdinamica observada en la cirrosis
hepatica, manifestada por un descenso de la presion arterial, aumento del gasto cardiaco
y elevacion del aflujo de sangre al territorio portal, el cual contribuye a elevar y mantener

la HTP en fases avanzadas (Figura 4) (40).

En condiciones normales, el higado desempeia un papel clave en la detoxificacion de
sustancias potencialmente dafiinas, incluyendo toxinas producidas por los desechos
naturales del organismo como el amonio (40). La insuficiencia hepatocelular junto con la
HTP conducen a una alteracion en estas funciones bésicas dando lugar a un estado de

hiperamonemia e inflamacion que, a su vez, contribuyen al desarrollo de EH.
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Figura 4. Resumen de la fisiopatologia de la hipertension portal.
Abreviaturas: NE: norepinefrina; VP: vasopresina; A-II: angiotensina-II.
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2. ENCEFALOPATIA HEPATICA

2.1. Definicion

La EH es un sindrome neuropsiquiatrico complejo, producto de la insuficiencia
hepatica y/o la existencia de derivaciones portosistémicas, que se manifiesta a través de
un amplio espectro de anormalidades neuroldgicas o psiquidtricas constituyendo una

entidad subclinica o comprometiendo el estado de conciencia (41-42).

Cuando estas alteraciones no son clinicamente evidentes, segun la Sociedad
Internacional para la EH y el Metabolismo del Nitrogeno (ISHEN), se denomina EH
encubierta (EHE). Este término incluye la EH minima (EHM) y la EH grado I (43-44).
La EHM se define como la presencia de disfuncion neuroldgica, en ausencia de signos
clinicos o cognitivos evidentes pero detectada por anormalidades en pruebas
psicométricas o neurofisiologicas. Asimismo, la EH clinica (EHC) se define como la

aparicion sintomas o signos como la desorientacion o asterixis (43-44).

2.2. Epidemiologia

La incidencia y prevalencia de la EH estan relacionadas con la gravedad de la

insuficiencia hepatica subyacente y la derivacion portosistémica.

La prevalencia de la EHC en el momento del diagndstico de la cirrosis es del 10-14%
de forma general (45-46), del 16-21% en pacientes con cirrosis descompensada (47) y del
20-50% en pacientes con derivacidon portosistémica intrahepatica transyugular (TIPS -

transjugular intrahepatic portosystemic shunt-) (48-49).

El 30-50% de los pacientes con cirrosis desarrolla algin episodio de EHC y en la
mayoria de los casos de forma repetida. La EHM representa la etapa preclinica y ocurre
hasta en el 80% de los pacientes con cirrosis, dependiendo de la eleccion de las pruebas

diagnésticas (50-53).

13



Maria Pilar Ballester Ferré

El riesgo acumulado de un primer episodio de EHC es del 5-25% a los 5 afios del
diagnéstico de la cirrosis, dependiendo de factores de riesgo como otras complicaciones
de la cirrosis (EHM, infecciones incluyendo PBE, infeccién del tracto urinario,
respiratoria o cutanea, hemorragia digestiva, ascitis o hiponatremia), la diabetes mellitus
tipo 2, la utilizacion de beta-bloqueantes no cardioselectivos (BBNC) o inhibidores de la

bomba de protones (IBP) (54-59).

La EH es la principal causa de ingreso hospitalario en pacientes con cirrosis
descompensada, lo cual representa mas de 100.000 ingresos anuales con un gasto de 7.000
millones de doélares (60). Ademads, existe una carga familiar significativa dada la gran
necesidad de apoyo con unas tasas de depresion y ansiedad de un 20% entre los

cuidadores (61).

La EH se caracteriza por ser potencialmente reversible. Sin embargo, su aparicion
conlleva un mal pronodstico. Se estima que la mortalidad es del 40% y 70% al afio y tres
afios tras un primer episodio de EHC (62-63). Esta alta mortalidad no solo se limita a la
aparicion de EHC sino que pacientes con EHM también presentan menores tasas de

supervivencia (64-66).

2.3. Manifestaciones clinicas

La EH produce una amplia variedad de signos y sintomas neuroldgicos y

psiquiatricos.

La EHM es la forma mas leve dentro del espectro de la EH y se caracteriza por
alteraciones cognitivas sutiles que afectan principalmente a la capacidad de atencion, la
velocidad del procesamiento de la informacion, el control ejecutivo, la capacidad motora
y la coordinacion, en ausencia de sintomas reconocibles clinicamente (67-68). La EHM
condiciona la calidad de vida de los pacientes (69-70), aumenta el riesgo de padecer
accidentes laborales, domésticos y de trafico, predispone a sufrir EHC y aumenta la

mortalidad (71-72).
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Pacientes con EHC presentan signos y sintomas que pueden ser detectados
clinicamente. En estadios iniciales se manifiesta con cambios de personalidad como
apatia, irritabilidad o desinhibicion y alteraciones en el ciclo vigilia-sueo (73-74). A
medida que la enfermedad progresa, aparecen cambios de humor (euforia o depresion)
con comportamiento inadecuado, desorientaciéon en espacio y tiempo, agitacion o
somnolencia, confusion y, finalmente, coma (75). Entre las alteraciones neuromusculares,
la asterixis define el paso de una etapa temprana a otra intermedia en la EH. Se describe
como un temblor de aleteo; sin embargo, no es un verdadero temblor, sino una mioclonia
resultado de la pérdida del tono postural causada por una alteracion en la funcion de los
centros motores diencefalicos que regulan el tono de los musculos agonistas y
antagonistas (76). Otras alteraciones neuromusculares incluyen hipertonia, hiperreflexia
con reflejos tendinosos profundos hipoactivos, bradicinesia, hipomimia y bradilalia (77-
78). Sin embargo, las alteraciones cognitivas y comportamentales pueden no progresar
en paralelo con las alteraciones motoras, dificultando determinar la gravedad de la EH
(Figura 5). Dadas las maultiples presentaciones, se han desarrollado criterios de

clasificacion para evaluar mejor los sintomas y el estado general de forma individual.

Comportamicnto .
[nconscicncia

inaproplado
._'_._,_,,-:-"’
Trastornos del fiolencia
SUETI Euforia‘depresion ) :suﬁcntafj’éw /C@n
|_— S.Psiquidtricos
/ / 5. Neumlﬁgil:os
| / f !
— Coma
Asterixis
Lenguaje Alteracion Pérdida
bulbar de los Mistagmus | de
Ataxia reflejos reflejos
0 1 2 3 4

Grado de encefalopatia hepatica

Figura 5. Diagrama de las manifestaciones clinicas asociadas a los distintos estadios de la
encefalopatia hepatica.
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2.3.1. Clasificacion

La EH se clasifica en base a 4 factores (41):

1. Enfermedad subyacente:

a. Tipo A: resultado de un fallo hepatico agudo.

b. Tipo B: resultado de una derivacion portosistémica.

c. Tipo C: resultado de una cirrosis hepatica.

2. Gravedad de las manifestaciones (Tabla 3).

Tabla 3. Gravedad de las manifestaciones clinicas segun la clasificacion de West

Haven y de la ISHEN (43-44).

Criterios West Haven ISHEN
Grado 0
Minima Encubierta
Grado I
Grado II Clinica
Grado II1
Grado IV

Manifestaciones clinicas

Sin alteraciones

Alteracion en test psicométricos o
neurofisiologicos sin evidencia clinica
Alteracion minima en la conciencia
Euforia o ansiedad

Atencion disminuida

Deterioro en la capacidad sumatoria
Alteracion del ciclo del suefio
Letargia

Desorientacion en tiempo

Cambios en la personalidad
Comportamiento inapropiado
Dificultad para hablar

Asterixis

Somnolencia o semi-estupor
Respuesta a estimulos

Confusion

Desorientacion grave
Comportamiento extrafio

Coma

Abreviaturas: ISHEN: Sociedad Internacional para la EH y el Metabolismo del Nitrogeno

3. Curso evolutivo:

Episddico: episodios separados >6 meses.

b. Recurrente: episodios en un intervalo de <6 meses.

c. Persistente: patron de alteraciones comportamentales presentes de forma

permanente con episodios de EH mas manifiesta.

16



Introduccion

4. Presencia de factores precipitantes:
a. No presentes o espontaneo.

b. Presentes: deben ser identificados y tratados (Tabla 4).

Tabla 4. Factores precipitantes de encefalopatia hepatica por orden decreciente de

frecuencia.
Episodica Recurrente

- Infecciones - Alteracion hidroelectrolitica
- Hemorragia gastrointestinal - Infecciones
- Sobredosis de diuréticos - No identificado
- Alteracion hidroelectrolitica - Estrefiimiento
- Estrefiimiento - Sobredosis de diuréticos
- No identificado - Hemorragia gastrointestinal

2.4. Diagnostico

Las estrategias para el diagnodstico de la EH van desde simples escalas clinicas hasta
sofisticadas herramientas psicométricas y neurofisioldgicas. Sin embargo, ninguna de las
pruebas actuales es valida para todo el espectro clinico y difieren segiin la forma de

presentacion y el grado de deterioro.

2.4.1. Encefalopatia hepatica clinica

El diagnostico de la EHC se basa en una historia clinica y exploracion fisica detalladas
para detectar las alteraciones cognitivas y neuromusculares caracteristicas. Los criterios
de West Haven (41), entre otras escalas como la Hepatic Encephalopathy Scoring
Algorith (79) o la Clinical Hepatic Encephalopathy Staging Scale (80), se utilizan para
valorar la gravedad. Sin embargo, estas escalas son subjetivas con una fiabilidad
interobservador limitada, especialmente en los casos leves. En pacientes con grados
avanzados (grados III y IV) de EH, la escala de coma de Glasgow (Tabla 5) (81) es
ampliamente utilizada. No obstante, el diagndstico de EHC es un diagnostico de exclusion
y, por tanto, habrd que considerar otras causas de dafio cerebral (alteraciones en la

glucemia, intoxicacion etilica o sindrome de abstinencia, firmacos, neuroinfecciones,
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alteraciones hidroelectroliticas, epilepsia, alteraciones psiquidtricas, ictus o hemorragia
cerebral, etc.) que deberan ser excluidas mediante pruebas de laboratorio y de imagen

cuando exista sospecha clinica.

Tabla 5. Escala de coma de Glasgow (81).

PARAMETROS RESPUESTA OBSERVADA PUNTUACION
Abertura ocular - Espontanea 4
- Al estimulo verbal 3
- Al estimulo doloroso 2
- Ninguna 1
Respuesta verbal - Orientada 5
- Confusa 4
- Palabras inadecuadas 3
- Sonidos incomprensibles 2
- Ninguna 1
Respuesta - Obedece ordenes 6
motora - Localiza el dolor 5
- Movimiento de retirada 4
- Flexion hipertonica (decorticacion) 3
- Extension hipertonica (descerebracion) 2
- Ninguna 1
Trauma leve Trauma moderado Trauma grave
13-15 9-12 3-8

Actualmente no existe una prueba de laboratorio que pueda ser utilizada como test de
referencia para el diagnostico de la EH. Por si solos, los niveles elevados de amonio en
sangre no tienen valor diagndstico ni pronéstico en pacientes con EH (82). Son
inespecificos y pueden verse influidos por factores como la forma de obtencion y
procesamiento de la muestra. Ademas, pueden estar elevados en una amplia variedad de
enfermedades no hepaticas (Tabla 6) (83). Asi pues, para el diagnodstico de la EH no es
necesaria su determinacion y tampoco estd indicada en pacientes asintomaticos o con
alteraciones cognitivas en ausencia de enfermedad hepatica o derivacion portosistémica
(84). Sin embargo, en caso de que al determinar los niveles de amonio en pacientes con
alteraciones neurocognitivas estos fueran normales, habria que poner en duda el

diagnostico de EH (41).
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Ademas de las pruebas de laboratorio, pacientes con un nivel de conciencia alterado
frecuentemente recibiran una prueba de imagen cerebral, generalmente una TC. Aunque
esta suele ser normal, pueden haber hallazgos sutiles que sugieran atrofia cortical frontal
o edema cerebral (85). No obstante, a menos que haya algtin déficit neuroldgico focal en

la exploracion fisica, la realizacion de una prueba de imagen no sera necesaria (86).

Tabla 6. Diagnostico diferencial de la hiperamonemia.

Sindrome de Reye Hemorragia gastrointestinal

Enfermedad renal Infeccion del tracto urinario
Ureterosigmoidostomia Shock

Esfuerzo muscular intenso Tabaquismo

Derivacion portosistémica Nutricion parenteral

Intoxicacion por salicilatos Altas dosis de quimioterapia

Farmacos: acido valproico, barbitiricos, Alteraciones del metabolismo del recién
narcoéticos, diuréticos, alcohol nacido (defectos del ciclo de la urea)

2.4.2. Encefalopatia hepatica minima

El correcto diagnostico de la EHM se ha vuelto una prioridad dada su asociacién con
un peor pronostico de la enfermedad hepatica. El diagnodstico se basa en la realizacion de
test diagnodsticos y, aunque actualmente no existe un estandar de oro, algunas de las
pruebas permiten pronosticar el riesgo de progresion a EHC. Estos test se dividen en 2

grandes grupos: test psicométricos y neurofisioldgicos (87-88).

Los test psicométricos a pesar de caracterizarse por una alta sensibilidad y un bajo
coste, no se suelen utilizar en la practica clinica dado que requieren tiempo y su
rentabilidad se ve disminuida por un efecto de aprendizaje cuando se realizan
repetidamente. Ademas, existe una mala correlacion entre las distintas pruebas, no son
especificas y son particularmente dificiles de aplicar en algunas entidades como la
enfermedad hepatica alcoholica o en la enfermedad de Wilson (89-90). E1 Psychometric
Hepatic Encephalopathy Score (PHES) consta de una bateria de 5 subtest que evaltian la
velocidad del procesamiento mental y la coordinacion. Fue desarrollado y estandarizado
en Alemania. Posteriormente, el Grupo de Consenso de EH en el Congreso Mundial de
Gastroenterologia en 1998 lo reconocid como el test de referencia para el diagndstico de

la EHM. A partir de ese momento, ha sido ampliamente utilizado gracias a su facil
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realizacion con lapiz y papel sin necesidad de capacitacion profesional o equipo avanzado

91).

El electroencefalograma (EEG) es una prueba electrofisioldgica que monitoriza la
actividad cerebral y es capaz de detectar anomalias provocadas por componentes toxicos
o metabdlicos (92). Este puede ser utilizado junto con el PHES para el diagnostico de la
EHM (41). Ademas, a diferencia del PHES, los resultados del EEG no se ven afectados

por la edad, el nivel de inteligencia o educacion y no requiere cooperacion (92).

Dado que diferentes componentes cognitivos pueden verse afectados en distinto
grado, la ISHEN recomienda la realizacion de al menos 2 test diferentes dependiendo de

la disponibilidad en cada centro (87-88).

2.5. Patogenia

La patogénesis de la EH no estd claramente definida y se considera multifactorial.
Aunque la neurotoxicidad secundaria a la hiperamonemia sigue siendo fundamental para
el desarrollo de la EH, en la tltima década se han identificado multiples mecanismos
patogénicos nuevos (93). Asi pues, parece probable que neurotoxinas provenientes del
tracto gastrointestinal, junto con alteraciones en la microbiota intestinal y en la
transmision neuronal, actiian de forma sinérgica con la respuesta inflamatoria sistémica,

dando lugar a la EH.

2.5.1. Hiperamonemia

La principal entrada de amonio en el organismo es a través del tracto gastrointestinal,
fundamentalmente mediante 2 mecanismos: la desaminacion de la glutamina a través de
la glutaminasa de los enterocitos y el catabolismo bacteriano colonico de sustancias
nitrogenadas como las proteinas ingeridas. Esto da lugar a una forma no ionizada de
amonio que puede atravesar libremente el epitelio intestinal y entrar en la circulacion
portal. La ionizacién del amonio depende del pH de la luz del colon, de modo que un pH

mas acido conduce a la protonizacion y atrapamiento del amonio (NH4+) en la luz. Los
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disacaridos no absorbibles como la lactulosa, disminuyen el pH del colon ademas de tener

un efecto laxante y conducen a una disminucion en la absorcion de amonio (94).

En condiciones normales, la mayor parte (90%) del amonio es detoxificado en el
higado mediante el ciclo de la urea y eliminado con la orina. En tejidos como el cerebro,
el musculo o el rifién, el amonio se detoxifica por incorporacion de glutamina, que se
transporta al higado, donde la glutaminasa la escinde en glutamato y amonio para,

finalmente, eliminarse por el ciclo de la urea (94).

En la cirrosis hepatica, el amonio no es eliminado eficientemente como consecuencia
de la insuficiencia hepatocelular y de la creacion de derivaciones portosistémicas y
aumenta sus niveles en sangre (95). La sarcopenia, frecuentemente presente en estos
pacientes, puede contribuir ya que el musculo juega un papel importante en la eliminacion
del amonio extrahepatico (96). Ademas, se ha visto que pacientes con cirrosis hepatica
presentan una proporcion reducida de aminoacidos de cadena ramificada posiblemente
debido a un aumento del metabolismo dentro del musculo esquelético (97). Dado el papel
de los aminoacidos ramificados para generar glutamato, su déficit conduce a una
capacidad reducida de los musculos para detoxificar el amonio mediante la union de
glutamina. Asi pues, la suplementacion dietética con aminoacidos de cadena ramificada
puede ser beneficiosa en el tratamiento de la EH en pacientes que no responden al
tratamiento convencional (98). El zinc es un cofactor en el ciclo de la urea fundamental
para la detoxificacion del amonio. El déficit de zinc en pacientes con cirrosis hepatica es

muy alto, de modo que la suplementacion también puede mejorar la EH (99-100).

El aumento de amonio en plasma provoca multiples alteraciones cerebrales. Después
de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), el amonio se metaboliza a glutamina en
los astrocitos. Debido al aumento en la osmolaridad intracelular astrocitaria resultado del
metabolismo del amonio para la formacion de glutamina, se produce edema cerebral
(101-102). Otro factor que contribuye al edema de los astrocitos es la hiponatremia dado
que se asocia con una reduccion de osmolitos organicos en el cerebro, haciéndolo mas
susceptible al dafio. La hiponatremia es frecuente en pacientes con cirrosis por lo que su

correccion sera importante para la prevencion y tratamiento de la EH (103).
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Otros mecanismos de lesion neuronal por el amonio incluyen la lesion mitocondrial,
el estrés oxidativo, la disfuncién celular, la afectacion de las sinapsis dependientes de
glutamato y los efectos del 4acido gamma-aminobutirico (GABA). Paralelamente, la
hiperamonemia produce alteraciones en el transporte de aminoacidos a través de la BHE,
dando lugar a un aumento en la concentracion cerebral de aminoacidos neutros que
pueden afectar la sintesis de los neurotransmisores dopamina, noradrenalina y serotonina

(104).

2.5.2. Eje intestino-higado-cerebro: Microbiota intestinal

Se ha demostrado que cambios en la microbiota intestinal desempefian un papel
fundamental en el desarrollo de la EH. La produccion disminuida de acidos biliares en la
cirrosis avanzada da como resultado un aumento en la proliferacion de patdgenos
productores de ureasa como los Enterobacteriaceae con una reduccion asociada de la
flora comensal (105). Ademas, se ha visto que pacientes con EH presentan con mayor
frecuencia disbiosis intestinal, hiperamonemia e inflamacion sistémica comparado con
pacientes con cirrosis sin EH y con controles (106). Basado en esta teoria, se han probado
farmacos modificadores de la flora intestinal. Los probioticos, han demostrado reducir
los niveles séricos de amonio y endotoxinas y mejorar la EHM (107). El primer ensayo
clinico randomizado para el trasplante de microbiota fecal en pacientes con cirrosis y EH
recurrente ha demostrado que los pacientes tratados presentan menos hospitalizaciones y

episodios de EH que el brazo de tratamiento estandar (108).

2.5.3. Alteraciones en la neurotransmision

La EH se caracteriza por alteraciones bioquimicas que afectan a las funciones de las
membranas neuronales, tales como la recepcion de neurotransmisores, actividades

enzimaticas y la expresion de receptores (109).

Se han estudiado varios sistemas de neurotransmision en modelos experimentales a
través de métodos neuroquimicos, neuroconductuales y electrofisioldgicos y se han
descrito cambios en los sistemas de neurotransmision GABAérgico, dopaminérgico,

serotoninérgico y glutamatérgico (110-111).
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El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del cerebro. Una de las teorias
propuestas para el desarrollo de la EH es el aumento del tono de este sistema
neurotransmisor a través de sustancias similares a las benzodiacepinas de origen
endogeno como los neuroesteroides (112). Ademads, se ha demostrado una mayor
concentracion de receptores de benzodiacepinas en la membrana mitocondrial de los
astrocitos en respuesta a la exposicion al amonio (113). En base a estas observaciones, se
han realizado estudios con la administracion de antagonistas del receptor de las

benzodiacepinas como el flumacenilo con mejoria transitoria clinica y en el EEG (114).

Algunos de los sintomas extrapiramidales pueden deberse a una funcidén
dopaminérgica alterada, estrechamente relacionada con la acumulacion de manganeso en
los ganglios basales (115). Esta acumulacion de manganeso parece debida a un intento
del cerebro de corregir la deficiencia de dopamina en la cirrosis hepatica (116). Se ha
visto que el tratamiento con L-Dopa puede mejorar estos sintomas y que el trasplante

hepatico puede resolverlos (115).

También se ha observado que metabolitos derivados de la serotonina como el acido
S-hidroxiindolacético estan elevados en cerebros de pacientes fallecidos por coma
hepatico (117). Esto conduce a una reduccion en los depositos de serotonina y a una
menor disponibilidad para su liberaciéon en la terminal presinaptica con la consiguiente
aparicion de sintomas neuropsiquiatricos como la depresion o la alteracion del patron del

suefio (118).

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del cerebro cuya transmision
se ve reducida en la EH debido a alteraciones en la expresion y actividad de sus
transportadores en la hendidura sindptica (119) y a una liberacion reducida en la
terminacion nerviosa secundaria a una sintesis reducida (120), lo cual contribuye a la

aparicion de los sintomas tipicos de la EH.

2.5.4. Respuesta inflamatoria sistémica

En la cirrosis hepatica se observa un estado de inflamacion crénica debido a la
propagacion sistémica de bacterias y productos bacterianos, denominados patrones

moleculares asociados a patogenos (PAMPs -pathogen-associated molecular patterns-),
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resultado de cambios en la microbiota y el aumento de la permeabilidad intestinal (121-
122). Otras moléculas, conocidas como patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs
-damage-associated molecular patterns-) y que son liberadas por el higado dafiado
debido a la inflamacion local asociada a la apoptosis y necrosis celular, juegan un papel
similar. Ambas, PAMPs y DAMPs, se unen a los receptores de las células encargadas de
la inmunidad innata que, una vez activadas, producen y liberan moléculas
proinflamatorias junto con especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Esta cascada
inflamatoria contribuye a la disfuncion circulatoria y favorece el desarrollo de las

complicaciones asociadas a la cirrosis, entre ellas la EH (123-124).

Diferentes desencadenantes pueden exacerbar este estado inflamatorio tipico de la
cirrosis hepatica. La infeccion y el dafio hepatocelular directo son los més frecuentes y
dan lugar a la liberacion de citocinas proinflamatorias y mediadores encargados de
exacerbar los sintomas de la EH (125). A su vez, la gravedad de la EH se asocia con
niveles crecientes de TNFa, interleucina(IL)-6 e IL-18 y no se desarrolla en ausencia de
respuesta inflamatoria sistémica a pesar de niveles elevados de amonio (126-128). Esto

sugiere un rol esencial de la inflamacion en la patogenia de la EH.

2.6. Tratamiento

Las terapias disponibles en la actualidad para la EH se basan en las hipotesis de su

fisiopatologia (Tabla 7).

2.6.1. Encefalopatia hepatica clinica

Un episodio de EHC debe ser tratado activamente y se administrard profilaxis
secundaria tras la resolucion del mismo. No se recomienda profilaxis primaria excepto en

pacientes con factores de alto riesgo de EH. La EHC recurrente, junto con el deterioro de

la funcion hepética, es una indicacion de trasplante (41).
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Para el manejo de la EHC se recomienda un enfoque con 4 puntos clave:

1. Atencion intensiva en pacientes con alteracion del nivel de conciencia.

2. Busqueday exclusion de causas alternativas de alteracion del nivel de conciencia.
3. Identificacion de los factores precipitantes y su correccion.

4. Inicio de terapia empirica para la EH.

Tabla 7. Efectividad de los tratamientos para la encefalopatia hepatica.

Mecanismo Estudios controlados
vs lactulosa vs placebo
Reduccioén de los sustratos de amonio:
- Enemas de lactulosa +
- Restriccion de proteinas de la dieta
Inhibicién de la produccion de amonio:

- Antibidticos:
o Rifaximina = s
o Neomicina = ND
o Metronidazol = ND

- Disacaridos no absorbibles
o Lactulosa

o Lactitol = ND
o Lactosa en intolerancia I
- Probidticos: Lactubacillus SF 68 = ND
Eliminacion de amonio:
- L-ornitina L-aspartato +

Suplementacion de aminoacidos ramificados:

- Soluciones de aminoacidos modificados (FO80) = +
- Suplementos en la dieta +
Aumento de dopamina: DOPA, bromocriptina -
Hipotesis GABA: Flumazenilo A
Otros: Zinc +

+ superior al control; = igual que la lactulosa; - sin efecto; & resultados contradictorios; ND
no realizado.

Debe mantenerse un adecuado balance nutricional, evitando la deshidratacion y las
alteraciones electroliticas. Los pacientes con cirrosis hepatica frecuentemente presentan
malnutricion y la restriccion proteica de la dieta se asocia a una mayor mortalidad, por lo
que no esta recomendada en la mayoria de los casos (129). En pacientes cuyos sintomas
empeoran con las proteinas de origen animal o lacteo, estas pueden sustituirse por
proteinas vegetales que mejoran el balance nitrogenado (130). Otra alternativa es la

suplementacion de una dieta baja en proteinas con aminoacidos de cadena ramificada
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(98). Al mismo tiempo, la correccion de la hipokalemia, si esta presente, es esencial en el

tratamiento de la EH, ya que aumenta la produccion renal de amonio (131).

Los farmacos mas utilizados para la reduccion de los niveles de amonio son los
disacaridos no absorbibles como la lactulosa y el lactitol y los antibidticos como la

rifaximina.

Disacaridos no absorbibles

La lactulosa se utiliza generalmente como tratamiento inicial para la EHC (132).
Tanto la lactulosa como el lactitol alcanzan el colon donde son catabolizados por las
bacterias a acidos grasos de cadena corta reduciendo el pH intestinal e induciendo la
formacion de amonio no absorbible. La dosis de lactulosa (20-30g de 2 a 4 veces al dia)
debe ajustarse para lograr dos o tres deposiciones blandas al dia. Una dosis equivalente
de lactitol es de aproximadamente 67-100g diluidos en 100ml de agua. Se pueden
administrar enemas de lactulosa o lactitol si el paciente no puede tomarlos por via oral
(133). En pacientes con deficiencia de lactasa, la lactosa tiene practicamente el mismo

efecto y es mas econdmica.

La lactulosa se ha utilizado tradicionalmente para el mantenimiento de la remision
con una eficacia de aproximadamente el 70-80% (134). Generalmente es bien tolerada
aunque presenta un sabor desagradable y puede producir diarrea, nduseas o hinchazon,

que pueden conducir a una falta de adherencia (135).

En un ensayo clinico para la prevencion de la recurrencia, los pacientes con lactulosa
presentaron menos episodios de EHC que los pacientes con placebo sin diferencias en las

tasas de hospitalizacion por otras causas distintas a la EH ni en mortalidad (136).

Rifaximina

La rifaximina es un antibiotico oral de amplio espectro cominmente utilizado para el
tratamiento de la EH. Actia inhibiendo la sintesis bacteriana al unirse a la écido
ribonucleico (ARN) polimerasa bacteriana dependiente de 4cido desoxirribonucleico
(ADN). Tiene una absorcion sistémica limitada por lo que su elevada concentracién en el
tracto gastrointestinal modula la composicion y funcién de las bacterias y los acidos

biliares reduciendo el nivel de amonio, la formacidon de toxinas y de mediadores de
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inflamacion (137). Es eliminada principalmente a través de las heces y tiene una tasa muy
baja de efectos secundarios (138). Fue aprobada en el 2010 en Estados Unidos y la dosis

recomendada es de 400mg 3 veces al dia via oral.

Las guias clinicas actuales recomiendan lactulosa como tratamiento de primera linea
para la EHC (41); sin embargo, la rifaximina en monoterapia ha demostrado su eficacia
y la no inferioridad a la lactulosa por lo que también podria administrarse (139). De
hecho, para pacientes con EH grave se recomienda la terapia combinada de lactulosa con
rifaximina dado que parece mas eficaz que cualquiera de los dos tratamientos en
monoterapia. Ademas, la terapia combinada se asocia con una disminucion en la estancia

hospitalaria y en la mortalidad (140).

También ha sido comparada con otros antibidticos como la neomicina en pacientes
con EH grado 1-3, demostrando mejoria de los sintomas con una mayor reduccion en los

niveles de amonio y una menor tasa de efectos adversos (141).

En cuanto a la profilaxis secundaria, en un ensayo randomizado y controlado con
placebo sobre una cohorte de pacientes con cirrosis descompensada y episodios anteriores
de EHC, Ia rifaximina mantuvo la remision y redujo el riesgo de hospitalizaciones de
manera mas efectiva que el placebo, con una toma concomitante de lactulosa de
aproximadamente el 90% en ambos brazos (142). De este modo, se recomienda el
tratamiento combinado en pacientes con recurrencia de EH durante el tratamiento con
lactulosa (143). Estudios adicionales han confirmado el beneficio de la rifaximina en la
reduccion de la recurrencia de EH, en la mortalidad y en la tasa de hospitalizaciones, con
una menor carga econdmica atribuida a la enfermedad (144-149). Al mismo tiempo, se
ha demostrado su seguridad en regimenes de hasta 24 meses (150); no obstante, si el
factor precipitante del episodio de EH se resuelve y no hay recurrencias en tres meses, la

rifaximina puede suspenderse (145).

Otros antibioticos

Otros antibioticos como la neomicina, vancomicina o el metronidazol se han utilizado
para el tratamiento de la EH. Sin embargo, la rifaximina se ha convertido en el antibiotico
mas utilizado por su eficacia y seguridad. Aunque la neomicina es un inhibidor de la

glutaminasa y disminuye la produccion intestinal de amonio, su uso estd limitado por
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causar ototoxicidad y nefrotoxicidad (151). Del mismo modo, la vancomicina y el
metronidazol pueden causar nefrotoxicidad y neurotoxicidad en el caso del metronidazol

(152).

Aminoacidos ramificados

Los aminoacidos de cadena ramificada en formulacién oral pueden mejorar las
manifestaciones del episodio de EH (98). No obstante, no se ha observado efecto en la
mortalidad ni en la calidad de vida (98). Tampoco se ha demostrado beneficio con la
administracion intravenosa en el episodio agudo (153). Se recomiendan como terapia

alternativa o afiadida al tratamiento convencional en pacientes no respondedores (41).

L-ornitina L-aspartato

La L-ornitina L-aspartato actia reduciendo los niveles de amonio mediante la
activacion de la carbamoil fosfato sintetasa en el higado y la glutamina sintetasa en el
musculo esquelético, ambas enzimas reducidas en la cirrosis hepatica y claves para la
sintesis de urea y glutamina respectivamente (154). Un metanalisis de la Cochrane
incluyendo 29 ensayos demostro la superioridad de la L-ornitina L-aspartato respecto a
placebo en los sintomas de la EH y en la mortalidad; sin embargo, no se encontrd ningin
beneficio al compararla con otros tratamientos como la lactulosa, la rifaximina o los
aminoacidos de cadena ramificada (155). Por ello, se recomienda como terapia alternativa

o afiadida al tratamiento convencional en pacientes no respondedores (41).

Probidticos
Los probioticos han demostrado cierto beneficio en el tratamiento de la EH con una
eficacia superior al placebo y similar a la lactulosa para la profilaxis secundaria de la EH

(156). No obstante, no hay una clara recomendacion para su uso en la actualidad (41).

Flumazenilo

El flumazenilo es un antagonista del receptor de las benzodiacepinas utilizado en la
sobredosis de benzodiacepinas. Su administracion en el episodio de EH mejora
transitoriamente el estado mental pero no la supervivencia (157-158). De este modo, su
efecto puede ser 1til en situaciones de dificil diagnostico diferencial o ante sospecha de

toxicidad por benzodiacepinas (41).
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Otros tratamientos
La administracion de agentes dopaminérgicos como la levodopa o bromocriptina en

pacientes con EH no ha demostrado mejorar los sintomas ni la mortalidad (159).

La administracion de polaprezinc (zinc y L-carnosina) mejor6 la EH en un ensayo
clinico con 79 pacientes. Sin embargo, no se ha demostrado que la administracion de zinc

oral disminuya la recurrencia de EH (160-161).

El trasplante de microbiota fecal ha demostrado ser eficaz y seguro en el tratamiento
de la EH con su principal limitacion en el alto coste. Actualmente podria ser utilizado en

el tratamiento de la EHC refractaria al tratamiento médico estandar (162).

2.6.2. Encefalopatia hepatica minima

En el caso de la EHM se recomienda, en primer lugar, implementar terapia
nutricional. Esta ha demostrado una buena tasa de remision de la EHM con un menor
desarrollo de episodios de EHC (163). La ingesta diaria recomendada es de 35-40kcal/kg
y 1,2-1,5g/kg de proteinas con pequefios suplementos nutricionales distribuidos

uniformemente a lo largo del dia y a tltima hora de la noche.

En cuanto al tratamiento farmacolégico de la EHM algunos estudios con lactulosa
han demostrado mejorar la funcion cognitiva, prevenir el desarrollo de EHC y mejorar la
calidad de vida (164-166). El tratamiento con rifaximina también ha demostrado mejorar
las alteraciones cognitivas, la calidad de vida y la capacidad de conduccion (167-168) con
una buena adherencia y una tasa de efectos secundarios similar al placebo (168). La
administracion de aminoacidos ramificados puede tener un efecto beneficioso en las
manifestaciones de la EHM (98). La L-ornitina L-aspartato oral parece ser superior a la
infusion intravenosa en el tratamiento de la EHM (155). Los probioticos también pueden
mejorar la EHM y la prevencion de la EHC (169). No obstante, 1a administracion de estos
farmacos no esta recomendada de rutina y la decision debe ser individualizada en funcion
de las pruebas psicométricas, el grado de afectaciéon de la calidad de vida y las

preferencias del paciente (41).
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3. SISTEMA INMUNITARIO Y RESPUESTA
INFLAMATORIA

3.1. Mecanismos generales

El sistema inmunitario es el encargado de proteger al organismo frente a agresiones
externas y propias del sujeto. Esta compuesto por células especializadas y un conjunto de
factores que participan en la defensa contra el agente patogeno. Existen dos lineas
principales: la respuesta innata y la respuesta adaptativa. Ambas se encargan de detectar
y eliminar el agente patdogeno y cooperan permitiendo la comunicacion célula-célula
mediante receptores de superficie y mensajeros solubles denominados citocinas. La
inmunidad innata es estereotipada e independiente de la naturaleza del agresor y de la
existencia de contactos previos con el mismo y suele ser la primera linea de defensa. La
inmunidad adaptativa es mas compleja y requiere el reconocimiento de antigenos para la
generacion de la llamada “memoria inmunolégica” (170). La respuesta innata estimula y
modula la respuesta adaptativa, y la respuesta adaptativa potencia la actividad de la

respuesta innata (171).

3.2. Células del sistema inmunitario

Las células del sistema inmunitario pueden dividirse, de forma general, en dos

categorias funcionales segun el tipo de respuesta en la que participan (172).

Las células que participan en la respuesta innata son las células del sistema
mononuclear fagocitico (monocitos y macrofagos), los leucocitos polimorfonucleares
(neutrdfilos, basofilos y eosindfilos), los linfocitos natural killer (NK), los mastocitos y

las plaquetas (172).

Los monocitos de circulacion periférica, los macrofagos residentes en los tejidos y los
granulocitos polimorfonucleares (especialmente los neutrofilos) se encargan de la
fagocitosis, principalmente de microorganismos extracelulares. Los linfocitos NK
participan fundamentalmente en la defensa contra microorganismos intracelulares y son

responsables de la muerte de las células tumorales e infectadas por virus. Los mastocitos
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y plaquetas son indispensables en la induccidon y el mantenimiento de la cascada

inflamatoria (173).

Un grupo especializado de células denominado CPA, sirve de puente entre la
respuesta innata y la adaptativa. Engloban las células dendriticas, las células del sistema
monocito-macrofago y los linfocitos B. Expresan en su superficie moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase 11 y actian para presentar a los linfocitos

T helper, los antigenos captados y procesados por las propias CPA (171).

Las células encargadas de la respuesta adaptativa son los linfocitos. Tanto los
linfocitos B como los linfocitos T reconocen a los antigenos a través de receptores
especificos. Se forman en la médula 6sea, maduran en los 6érganos linfaticos primarios vy,
una vez completan su diferenciacion independiente de antigeno, emigran a través del
torrente sanguineo hasta los 6rganos linfaticos secundarios donde ejercen sus funciones,
pasando de ser linfocitos naive a linfocitos efectores tras el reconocimiento del antigeno
especifico. Los linfocitos B y T efectores, seran los responsables de las respuestas

inmunitarias humoral y celular, respectivamente (174) (Figura 6).

Células B a Respuesta dependiente del cél. T
La cél. B encuentra al
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e — —_— —_ (1 expresa el —> - —> z
@ @ @ ~ antigeno con anticuerpos
Pre- Reordenamiento Célula B madura “naive” MLy Cel.B Célula plasmatica
cel. B geénico con especificidad . . a
. antigénica o— Respuesta independiente del cel. T
. g antigeno - 3 Secreta
Médula ésea @ = anticuerpos
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Figura 6. Esquema del desarrollo de los linfocitos B y linfocitos T (174). MHC: complejo
mayor de histocompatibilidad.
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3.2.1. Linfocitos B: respuesta humoral

Los linfocitos B se forman y maduran en la médula ésea, desde donde se trasladan a
los ganglios linfaticos y al bazo para ejercer sus funciones. Los linfocitos B ejercen su
accion contra los antigenos mediante la secrecion de Ig, encargadas de neutralizar toxinas,
prevenir la adherencia de los microorganismos a las mucosas, activar el complemento,
ayudar en la fagocitosis y en la citotoxicidad. Antes de que se produzca el contacto, las
Ig (fundamentalmente IgM) s6lo se expresan en la membrana del linfocito y constituyen
el receptor antigénico de la célula B, gracias al cual ésta reconoce su antigeno especifico.
Una vez maduran, pueden expresar otras Ig de superficie como IgD. Una vez reconocido
el antigeno, el linfocito B se activa y las Ig especificas contra el antigeno se secretan como
factores solubles o anticuerpos. La activacion del linfocito B puede precisar, o no, la

ayuda de linfocitos T cooperadores, lo cual depende de la naturaleza del antigeno (171):

- Antigenos T-dependientes: son antigenos de naturaleza proteica y precisan de la
colaboracion de los linfocitos T helper. El linfocito B toma contacto con el
antigeno a través del receptor antigénico de célula B, endocita el antigeno y, tras
procesarlo, actia como CPA mostrando el péptido antigénico, unido a una
molécula del MHC de clase II, a linfocitos T helper para que lo reconozcan
mediante el receptor antigénico de células T (TCR). Para que se produzca la
activacion del linfocito T helper se requiere la interaccion del TCR de la célula T
y el complejo péptido antigénico-molécula MHC de clase II, expresado en la
membrana de los linfocitos B, la union de las moléculas del MHC de clase II con
la molécula CD4 del linfocito T y la interaccion de la molécula coestimuladora
B7 expresada en la membrana de los linfocitos B, con su correspondiente ligando
expresado en la membrana de los linfocitos T (CD28) (Figura 7). La activacion
del linfocito B supone, al igual que la del linfocito T, la génesis de sefales
intracelulares y la activacion de factores de transcripcion que inducen su
proliferacion y diferenciacion clonal, resultando un clon de células plasmaticas
secretoras de anticuerpos. Las citocinas de patrén Th2 y la interaccion CD40-
CD40L contribuyen a activar el linfocito B, pero ademds inducen un cambio de
clase de anticuerpo, secretandose, ademas de IgM, IgG y pequefias cantidades de

IgA e IgE, y facilitan la seleccion de linfocitos B secretores de anticuerpos con
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mayor especificidad antigénica dando lugar a linfocitos B de memoria con un

receptor de membrana que reconocera el mismo antigeno en un nuevo contacto.

Bact Complejo
acterias MCH lI-Antigeno-TCR

‘ Linfocito_B

Activaciony IL-5

&i\b diferenciacion IL-6
s {{,( )}}) de linfocitos B / \ IL-4
plasmaticas j\?}?@ ~Q - O IE10
Células » _ (- o Inhibicién de
memoria ‘, & respuesta Th1

Figura 7. Activacion de los linfocitos B dependiente de células T.

- Antigenos T-independientes: son antigenos no proteicos como polisacaridos de
membrana o glucolipidos. Se unen con el linfocito B y ello es suficiente para que
¢éste se active, prolifere y secrete anticuerpos. Los antigenos no proteicos no
activan a los linfocitos T y por ello no se produce cambio de clase de Ig,

maduracion de la afinidad ni memoria inmunoldgica.

3.2.2. Linfocitos T: respuesta celular

Los linfocitos T se forman en la médula 6sea, pero a diferencia de los linfocitos B,

maduran en el timo, desde donde se trasladan a los ganglios linfaticos y al bazo para

ejercer sus funciones. De los muchos linfocitos T que se forman en el timo, solo

sobreviven aquellos que disponen en su membrana de un receptor antigénico que no

reconoce especificamente los antigenos del propio individuo pero si sus moléculas de

clase I y de clase II del MHC. Al mismo tiempo, la diferenciacion determina cambios en

otras moléculas de la membrana celular, de manera que, finalmente, todos los linfocitos
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supervivientes expresan la molécula CD3, que se halla junto al TCR. Ademas, los

linfocitos maduros pueden expresar la molécula CD4 o CDS, pero no las dos; ello permite

diferenciar dos grandes subpoblaciones linfoides, cuya capacidad de reconocimiento y de

actuacion frente al antigeno son diferentes (171):

Linfocitos T CD4 o T helper: su receptor antigénico solo reconoce los péptidos
antigénicos especificos derivados de antigenos extracelulares, una vez se han
unido a una molécula del MHC de clase II. Intervienen en las reacciones
inmunitarias frente a antigenos extracelulares y juegan un papel fundamental en
la activacion de otros tipos celulares, entre los que destacan los linfocitos B

(Figura 8).

Linfocitos T CD8 o T citotéxicos: su receptor solo reconoce los péptidos
antigénicos especificos procedentes del procesamiento de antigenos intracelulares
unidos con una molécula del MHC de clase I. Intervienen en las reacciones
inmunitarias frente a antigenos intracelulares con actividad antiviral y antitumoral
al inducir la muerte de la célula diana a través de una serie de enzimas como las

perforinas o granzimas (Figura 9).

Los linfocitos se consideran inmunoldgicamente naive hasta el momento en que se

produce la interaccion entre el TCR y el complejo péptido antigénico-molécula del MHC

apropiada, la unién de la molécula de clase II o I con las moléculas CD4 o CDS8 del

linfocito y la interaccion de las llamadas moléculas coestimuladoras, expresadas en la

membrana de la célula que presenta el antigeno (B7), con sus correspondientes ligandos,

expresados en la membrana del linfocito T (CD28).
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Macrofago

Figura 8. Esquema de la presentacion de antigeno via molécula del MHC de clase 1 y la
respuesta inmune mediada por linfocitos T helper.
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Figura 9. Esquema de la presentacion de antigeno via molécula del MHC de clase [ y la
respuesta inmune mediada por linfocitos T citotoxicos.
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La mayoria de los linfocitos CD4 son CD28+ y requieren la participacion del CD28
como coestimulador. Sin embargo, hay una poblacion de CD4 que son CD28- con
capacidad citotoxica sin necesidad de estimulacién por una CPA. Esta subpoblacion
puede secretar grandes cantidades de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y de
interferén gamma (IFNy) promoviendo un ambiente proinflamatorio (175-176). Ademas,
se diferencian de las células CD4+CD28+ en que expresan en su membrana el receptor
CX3CR1 por lo que mediante quimioatraccion pueden migrar a sitios con un alto
gradiente de CX3CRI1 (176). Esta poblacion se ha visto implicada en procesos
inflamatorios de varias enfermedades autoinmunes entre las que destaca la esclerosis
multiple (177). Los CD8 también pueden carecer de la molécula coestimuladora CD28.
Esta subpoblacion se caracteriza por una baja capacidad proliferativa y son llamadas CD8
reguladoras. Tienen capacidad supresora como las CD4 reguladoras pero se diferencian
en que funcionan a través de la accion de mediadores solubles como la IL-10 y el factor

de crecimiento transformador beta (TFGP) (178).

La activacion del linfocito T implica la génesis de sefiales intracelulares activadoras
de proteincinasas; estas a su vez, activan determinados factores de transcripcion,
inductores de la proliferacion linfoide T. El resultado es un clon linfoide especifico para
el antigeno. Algunos linfocitos T activados permanecen quiescentes tras la desaparicion
del estimulo antigénico pero poseen memoria de dicho acontecimiento (linfocitos T
citotoxicos o helper de memoria), de forma que cuando se repite el contacto con el mismo

antigeno la respuesta inmune es mas rapida e intensa (171).

Diferenciacion de los linfocitos T helper
Los linfocitos T helper, inducidos por IL concretas, se diferencian hacia distintos
subtipos celulares dando lugar a un factor de transcripcion caracteristico y a la produccion

de citocinas especificas de cada subpoblacion (179-180) (Figura 10).
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Figura 10. Linfocitos T helper efectores. Se muestran las interleucinas que inducen la
diferenciacion celular, el factor de transcripcion caracteristico y la produccion de las principales
citocinas por cada subpoblacion.

Ademas, cada subtipo celular desempenia unas funciones diferentes (179-180):

- Thl: actian contra infecciones bacterianas y reconocen agentes infecciosos
intracelulares. Producen IL que inducen la proliferacion de otras células T como
las citotoxicas. Son productoras de IFNy que activa macréfagos para eliminar
patogenos intracelulares como micobacterias, hongos o protozoos para lo cual

también requiere de IL-12.

- Th2: actuan contra patdgenos extracelulares, helmintos y alergias. Produce IL-4,

IL-5 e IL-13 que favorecen la produccién de anticuerpos y la expansion de
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eosinofilos. Por otra parte, la respuesta mediada por IL-4 se considera
antiinflamatoria ya que bloquea la sintesis de citocinas proinflamatorias como la

IL-1, TNFo e IL-6.

Th17: actian en la defensa contra patégenos, sobre todo bacterias extracelulares
y hongos, y desencadenan reacciones inflamatorias en enfermedades autoinmunes
(181). Producen principalmente IL-17, capaz de provocar una reaccion
inflamatoria masiva debido a la gran distribucion de sus receptores. Se han
detectado receptores en casi todos los tipos celulares del higado, incluyendo
hepatocitos, células de Kupffer, células epiteliales biliares y endoteliales. Pueden
alterar la integridad de la BHE a través del aumento de especies reactivas de
oxigeno y la disminucion del nimero de proteinas de union entre las células

endoteliales de la BHE (182).

Th22: expresan en la membrana el receptor CCR6, cuyo ligando, el CCL20, atrae
por quimioatraccion a estas células hacia epitelios inflamados lo cual le confiere
su papel en diferentes enfermedades inflamatorias (183). Se definen por la
produccion de 1L-22, aunque esta también puede ser producida por linfocitos

Th17, Thl y algunas células no linfoides.

T helper foliculares o Thf: su funcion principal es ayudar a los linfocitos B con
la produccion de anticuerpos. Inducen y controlan los cambios en la trasposicion
e hipermutacion somatica de la formacion de Igs, principalmente en los centros
germinales. Producen IL-21, encargada de estimular la diferenciacion de los

linfocitos B en células formadoras de anticuerpos a través del receptor de IL-21.

T reguladoras o Treg: su funcién principal es la supresion de la actividad
deletérea de otros linfocitos T. Participan en otras funciones como la prevencion
de enfermedades autoinmunes manteniendo la tolerancia inmunoldgica (184) o la
restauracion cognitiva de ciertas enfermedades que cursan con inflamacién como
el dafo hepatico o la enfermedad de Alzheimer (185). Secretan principalmente

TFGP e IL-10, aunque no son especificas de este tipo celular.
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3.2.3. Monocitos y macrofagos

Los monocitos se encargan de mediar la inflamacion y la defensa innata. Se han
definido tres subtipos en sangre periférica en funcion de los marcadores de superficie

CD14y CD16 (186):

- CD14++CD16- o clasicos: tienen actividad fagocitica y antimicrobiana pero una

baja produccion de citocinas. Constituyen el 90-95% de los monocitos circulantes.

-  CD14++CD16+ o intermedios: tienen actividad proinflamatoria y producen
activamente TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-23. Constituyen sobre un 5% de los

monocitos circulantes.

-  CD14-CD16++ o alternativos: tienen actividad antiinflamatoria y producen

principalmente IL-10. Constituyen el otro 5% de los monocitos circulantes.

En condiciones de inflamacién, los monocitos migran desde la sangre al tejido por
quimioatraccion mediada a través de factores de crecimiento y citocinas proinflamatorias.
Una vez en el tejido se diferencian en macrofagos, que en funcion del ambiente tendran

una activacion (187):

- “Clasica” o proinflamatoria (M1): se diferencian en presencia de INFy o TNFa

(188).

“Alternativa” o antiinflamatoria (M2): se diferencian en presencia de IL-4, IL-

13 0 IL-10 (189).

Una vez en el organo diana los macréfagos interaccionan con los linfocitos T para
activarlos y, a su vez, las citocinas producidas por los linfocitos los activan. Con ello, los
macrofagos producen metabolitos secundarios como el 6xido nitrico, que pueden matar
a las células de su alrededor para fagocitarlas y presentar esas mismas proteinas a los

linfocitos.
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3.3. Factores implicados en la respuesta inflamatoria

3.3.1. Marcadores de inflamacion: CD69

El CD69 es un receptor de membrana de leucocitos implicado en la transduccion de
sefiales en los procesos de inflamacion. Es considerado en general como un marcador de
activacion precoz leucocitaria. Actiia como regulador negativo en la diferenciacién de
linfocitos proinflamatorios Th17 (190) y tiene un papel fundamental en la generacion y
mantenimiento de los linfocitos T de memoria encargados de facilitar la inmunidad

humoral en fase tardia (191).

3.3.2. Mediadores de la inflamacion: citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por diversos
tipos celulares. Dentro de las citocinas se incluyen las IL, los TNF, los INF, los factores
estimuladores de colonias y las quimiocinas. Actian como reguladoras de la respuesta
inmunitaria, sistémica y local, a través de su interacciéon con receptores de membrana
especificos que desencadenan una cascada de reacciones bioquimicas en el interior de la
célula diana que, a su vez, determina la accion bioldgica. Pueden inducir o suprimir su
propia sintesis o la de otras citocinas o sus receptores y pueden favorecer de manera
sinérgica la accion de otras citocinas o actuar como antagonistas de sus efectos.
Desempenan un papel clave en el proceso inflamatorio que es definido por el balance
entre citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. Intervienen como factores de

crecimiento de distintas células, entre las cuales estdn las células hematopoyéticas (192).

Citocinas proinflamatorias
Las principales citocinas proinflamatorias son el TNFa, la IL-6, laIL-1,laIL-12 y la
IL-18. También el INFy o algunas IL especificas de ciertos procesos inflamatorios como

la IL-17, IL-21 e IL-23 y la citocina CCL20:

- El TNFa es producido principalmente por monocitos, macrofagos, linfocitos T,
neutrofilos, mastocitos y células endoteliales (193). Ejerce un efecto antitumoral
a través de un doble mecanismo que incluye la inhibicién de la angiogénesis y el
aumento de la respuesta inmunitaria antitumoral. Al mismo tiempo, actiia como
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mediador del desarrollo del shock séptico e induce diversas moléculas de
adhesion, lo cual acelera la atraccion de leucocitos inflamatorios al lugar del dafio

y la liberacion de mas TNFa (194).

La IL-6 es producida por fibroblastos, células endoteliales, macrofagos y
linfocitos. Interviene regulando la respuesta inmunoldgica con propiedades
proinflamatorias y antiinflamatorias. Su liberacion es inducida por la IL-1 y se
incrementa en respuesta al TNFa. A su vez, es capaz de promover la sintesis del
antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra) y de los receptores solubles del TNFa
(195).

La IL-1 es producida por monocitos, macrofagos y células dendriticas en
respuesta a la liberacion de TNFa. Existen 2 isoformas denominadas IL-1a e IL-
1B. Ambas actian sobre el mismo receptor, por el que también compite el IL-1ra.
La IL-1B es la forma predominante y estd implicada en la patogénesis de

enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide (196).

La IL-12 es producida por monocitos, macréfagos y linfocitos B. Promueve la
inmunidad celular activando las células Thl, lo cual induce la sintesis de INFy e

IL-2 por parte de los linfocitos T (197).

La IL-15 interviene en la inmunidad innata mediada por neutrofilos,
monocitos/macréfagos y NK, y en la inmunidad adaptativa mediada por linfocitos
T y B. Inhibe la apoptosis y actia sobre células que no pertenecen al sistema
inmunitario. Es un excelente adyuvante para su incorporacion en vacunas contra
agentes infecciosos. Su expresion incontrolada se relaciona con enfermedades

autoinmunes e inflamatorias como la artritis reumatoide y la esclerosis multiple

(198).

La IL-18 es producida por monocitos y macrofagos. Estimula la produccion del
INFy de forma sinérgica con la IL-12, probablemente debido al aumento de
receptores para la IL-18 producido por la IL-12. Igualmente, la IL-18 aumenta la

produccion de IL-2 con lo que participa en la regulacion de la respuesta Th1 (199).
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El INF7 es otra citocina producida por los linfocitos T y NK activados e interviene
principalmente en la activacion de macrofagos. Tiene actividad antiviral y

antineoplésica mediada por la respuesta Thl (192).

La IL-17 es producida principalmente por los linfocitos Th17. Estimula la
produccion de otras citocinas proinflamatorias como IL-1p, IL-6, TNFa y otras
moléculas por parte de células epiteliales, endoteliales y fibroblastos que
mantienen niveles de inflamacion elevados. Juega un papel importante en
enfermedades de caracter autoinmune como la artritis reumatoide o la esclerosis

multiple (200-201).

La IL-21 es producida principalmente por los linfocitos Thf aunque también por
los Thl. Una de sus funciones principales es la activacion de los linfocitos B.
También contribuye a la proliferacion y actividad citotdxica de los CDS, a la

maduracion funcional de los NK y a la activacion de los monocitos (202-203).

La IL-22 es producida fundamentalmente por linfocitos Th-17. Se dirige
principalmente a las células epiteliales donde desempena un papel en la
regeneracion de tejidos y en la defensa del huésped en las superficies de barrera.
Se ha relacionado con varias afecciones que involucran patologia tisular

inflamatoria (204).

La IL-23 es producida por las células dendriticas y macrofagos. Regula la
proliferacion de los Th1l7 e induce a los CD8 a proliferar y producir IL

proinflamatorias (192).

El CXCL13 y su receptor CXCRS desempeiian funciones en la respuesta
inflamatoria, infecciosa e inmunitaria. Identificado como quimioatrayente de
linfocitos B, ha sido implicado en la patogénesis de enfermedades autoinmunes,

inflamatorias y trastornos linfoproliferativos (205).

El CX3CL1 puede existir en forma soluble como quimiotactica o unida a la
membrana celular como molécula de union. Ha sido implicada en enfermedades

inflamatorias y cancer con consecuencias tanto negativas como positivas (206).
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- El CCL20 es una quimiocina con gran capacidad quimiotactica para linfocitos.
Es inducida por factores microbianos como el lipopolisacarido y por citocinas
inflamatorias como el TNFa y el IFNy, mientras que es inhibida por la IL-10. Se
expresa en nddulos linfaticos, células endoteliales y hepaticas. Se une al receptor
CCR6 y provoca una atraccion dependiente de gradiente de las células que
expresan dicho receptor como las Th17 y Th22. Tanto el CCL20 como el CCR6
se han descrito en enfermedades hepaticas como el CHC; no obstante, su papel en

la hepatopatia cronica no esta claro (207).

Citocinas antiinflamatorias
Las principales IL antiinflamatorias son la IL-4, IL-10 e IL-13, el IL-1ra, los
receptores solubles de la IL-1 (p68) y del TNFa (p55 y p75). También el TFGP, aunque

tiene funciones aparentemente contrarias en funcion de su concentracion:

- La IL-4 tiene su origen en los linfocitos Th2. Promueve la activacion,
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B. Es responsable del control de la
inflamacién a nivel cerebral mediante la reduccion de la ciclooxigenasa 2 y del

TNFa e IL-1B por la microglia activa (208).

- La IL-10 es producida principalmente por los linfocitos Th2. Es la principal
citocina antiinflamatoria, acciéon que ejerce a través de la inhibicion de la sintesis

de IL-1, IL-6 y TNF por parte de los macrofagos (192).

- LalIL-13 es producida por las células T. Regula la funcién de monocitos y células
B y disminuye la produccion de IL proinflamatorias y de quimiocinas, a la vez

que aumenta la produccion de IL-1ra (192).

- El TFGP es una proteina multifuncional que controla la proliferacion y
diferenciacion de multiples tipos celulares que la sintetizan y tienen receptores
para ella. A altas concentraciones suprime la expresion de la IL-17 favoreciendo
el desarrollo de las Treg. A bajas concentraciones, junto con la IL-6 e IL-21,
favorece la expresion de la IL-17 y el receptor de IL-23 promoviendo la

diferenciacion de las Th17 y la supresion de las Treg (209).
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3.4. Sistema inmunitario cerebral

El cerebro tiene su propio sistema inmunitario formado por las células de la microglia.
Estas son un tipo de macrofago con funcioén fagocitica capaz de activarse tanto por
factores del sistema nervioso central (SNC) como del sistema de inmunidad periférica

(210).

La microglia retira restos de tejido dafiado, puede ejecutar labores de reparacion de
tejido y secretar factores neurotroficos y de proteccion. Por el contrario, si la activacion
es excesiva, el efecto puede ser perjudicial al secretar citocinas inflamatorias y liberar
radicales libres que pueden resultar toxicos para las neuronas (211). Este papel dual de la
microglia es similar al de los macréfagos. Diferentes estimulos como la presencia de
citocinas inflamatorias, de patdgenos tipo virico, bacteriano o fungico, inducen la
activacion “clésica” que da lugar a la secrecion de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-
1B), la liberacion del neurotransmisor glutamato y un exceso de especies reactivas de
oxigeno. Por otro lado, estimulos como las citocinas antiinflamatorias, la fagocitosis de
cuerpos apoptoticos o la presencia de helmintos, inducen una activacion “alternativa” de
la microglia con un papel beneficioso y neuroprotector encargado de la limpieza del
material toxico (neuronas apoptoticas o agregados proteicos), la secrecion de factores

neurotroficos y protectores como el glutation y la retirada del neurotransmisor glutamato

(212) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de activacion de la microglia. La microglia “alternativa” se induce en
situacion de salud, fagocitando cuerpos apoptoticos y enviando sefiales de reparacion y
regeneracion. La microglia “clasica" se induce al detectar algo ajeno (PAMP) o dafiino (DAMP)
y envia sefiales neurotoxicas.

La BHE es una barrera estructural y funcional que brinda proteccion al SNC. Esta
compuesta por cé€lulas endoteliales, intimamente unidas por uniones estrechas que pueden
interaccionar con los astrocitos del SNC. En condiciones normales, ademas de sustancias
liposolubles, gases y agua que entran por difusion simple a través de la BHE, existe un
transporte activo para ciertas moléculas como electrolitos, glucosa y aminoécidos.
Ademés, la ausencia de sistema linfatico, la baja expresion de moléculas capaces de
presentar antigenos a los linfocitos T y las citocinas inmunosupresoras que secretan los
astrocitos que recubren y contactan con la BHE, hacen que el cerebro se mantenga

inmuno-inhibido (213-214).
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En condiciones patoldgicas, la inflamacion periférica se comunica con el cerebro e
induce una respuesta en su sistema inmunitario. En los 6rganos circunventriculares se han
detectado receptores tipo Toll y receptores de IL que se activan tras el reconocimiento de
agentes patdgenos o citocinas especificas. La sefializacion de citocinas por vias neurales
y humorales activa la microglia, la cual induce y propaga la senal de estas, dando lugar a
un aumento en la permeabilidad de la BHE, que facilita, a su vez, la entrada linfocitos T

y monocitos de la sangre (215-216) (Figura 12).
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Figura 12. Relacion entre el sistema periférico y el SNC.
A: Activacion de linfocitos a través de los receptores tipo Toll de 6rganos circunventriculares;
B: Activacion de la microglia del SNC a través de citocinas de la periferia; C: Infiltracion de
leucocitos de la periferia.
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4. SISTEMA INMUNITARIO EN LA CIRROSIS
HEPATICA

4.1. Contribucion del higado a 1a homeostasis del sistema

inmunitario

El higado regula la homeostasis del sistema inmune a través de dos mecanismos:

- Juega un papel esencial en la vigilancia inmunolégica tolerando el paso de
material exdgeno no patdgeno, al mismo tiempo que evita la propagacion
sistémica de patogenos que llegan del tubo digestivo. Esto se realiza a través de
poblaciones residentes de CPA y linfocitos. Las CPA hepaticas incluyen las
células de Kupffer y las células endoteliales sinusoidales, que constituyen el
sistema reticulo-endotelial hepatico, y las células dendriticas. Ademas, el higado
contiene poblaciones de linfocitos T y B dispersos por todo el parénquima y
espacios porta, encargados de la respuesta inmune adaptativa y es rico en

linfocitos NK implicados en la respuesta innata (217-218).

- El segundo mecanismo es la sintesis, principalmente por parte de los hepatocitos,
de moléculas solubles esenciales tanto en la inmunidad innata como adaptativa,
incluyendo componentes del complemento y receptores de reconocimiento de

patrones (219).

4.2. Sindrome de disfuncion inmunitaria asociada a la cirrosis

La cirrosis hepatica es una enfermedad cronica que, a medida que progresa, da lugar
al conocido como sindrome de disfuncién inmunitaria asociada a la cirrosis (220). Este
concepto implica un deterioro de los sistema inmune innato y adaptativo, que conduce a
una inmunodeficiencia tanto local como sistémica, y a un estado de inflamacion cronica,
que da lugar a la progresion de la fibrosis, de la HTP, a la aparicion de EH y

eventualmente a un fallo hepatico agudo sobre cronico (220-221).
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4.2.1. Inmunodeficiencia inducida por la cirrosis

La inmunodeficiencia de la cirrosis resulta del dafio en la funcion de vigilancia
inmunitaria local hepatica, de la sintesis reducida de proteinas implicadas en la inmunidad

y del dafio en las células encargadas de la respuesta inflamatoria sistémica (222).

La funcién de vigilancia inmunitaria se ve comprometida por un sistema reticulo-
endotelial dafiado por la fibrosis sinusoidal y septal con derivaciones porto-sistémicas y
pérdida de células de Kupffer. Este trastorno estructural reduce la eliminacion de
endotoxinas y bacterias de la sangre, dando lugar a bacteriemia y estimulacion persistente

del sistema inmune (222).

Al mismo tiempo, el deterioro en la sintesis de proteinas implicadas en la inmunidad
innata y de receptores de reconocimiento de patrones, reduce la capacidad bactericida de

las células dendriticas (222).

La cirrosis hepatica también altera la funcion de las células inmunitarias a nivel

sistémico de manera que:

- Los neutréfilos ven reducido su numero debido al secuestro por el bazo y
presentan una fagocitosis y capacidad de quimiotaxis al foco de infeccion

alteradas (223).
- Los monocitos ven alterado su numero, distribucion y funcion. Es frecuente
observar una monocitosis con un aumento a expensas de monocitos pro-

inflamatorios no-clasicos CD14+CD16+ (224).

- Los linfocitos B también se ven reducidos en la cirrosis, con una pérdida

predominante de linfocitos B de memoria (225).

- También es tipica la linfopenia de células T y afecta tanto a células T

colaboradoras como citotoxicas, preferentemente naive (226).
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- Las células NK son defectuosas y presentan una respuesta pobre a la estimulacion
con citocinas. Esto es mas evidente a nivel intrahepatico, donde las células NK

desempefian un papel importante en el alivio de la fibrogénesis (227).

Otro 6rgano inmune afectado en la cirrosis es el tejido linfoide asociado a la mucosa
intestinal, que constituye la primera barrera de defensa contra antigenos y patégenos que
alcanzan el organismo a través del tracto gastrointestinal. En la cirrosis, este tejido esta
bajo presion constante debido al aumento de la translocacion bacteriana, lo cual da lugar
a un mayor numero de monocitos activados, células dendriticas y linfocitos T, que

provocan un aumento de citocinas pro-inflamatorias e inflamacion sistémica (228-229).

4.2.2. Inflamacion sistémica inducida por la cirrosis

La inflamacion sistémica que acompana a la inmunodeficiencia se atribuye a la
estimulacion persistente de las células inmunes por PAMPs y DAMPs desde una barrera
intestinal permeable y un higado dafado, respectivamente (121-122). La inflamacion se
define por una mayor produccién de citocinas pro-inflamatorias, un aumento en sus
niveles séricos y una mayor expresion de marcadores de activacion celular. Los fenotipos
de disfuncion inmunitaria asociados a la cirrosis representan los extremos de un espectro
de eventos dinamicos y reversibles que tienen lugar durante el curso de la enfermedad.
Bajo el desafio constante de PAMPs y DAMPs, el patron de respuesta inmune pasa de
ser predominantemente proinflamatorio en pacientes con cirrosis compensada, a
predominantemente inmunodeficiente en pacientes con cirrosis descompensada y fallo
hepatico. Este fenotipo inmunodeficiente se relaciona con un aumento en el riesgo de
infecciones bacterianas, las cuales, a su vez, contribuyen a la exacerbacion de la cascada

inflamatoria, al desarrollo de EH y a un aumento de la mortalidad (220-221).
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II. JUSTIFICACION






Justificacion

Hasta el 80% de los pacientes con cirrosis hepatica sin sintomas clinicos evidentes de
EH presentan EHM (50-53). La EHM reduce la calidad de vida de los pacientes,
predispone al desarrollo de EHC, empeora el prondstico de la enfermedad y reduce la

supervivencia (69-72).

El diagndstico de la EHM no se realiza de forma rutinaria en la mayoria de centros
debido a la falta de procedimientos aplicables en la practica clinica y a que pacientes
clasificados como “sin EHM” mediante los test de referencia PHES, pueden tener déficits
neurologicos (89-90). Al mismo tiempo, la respuesta inflamatoria parece tener un papel
esencial en la patogenia de la EHM pero todavia no estd bien definido (123-125). Asi
pues, sera importante determinar los factores de riesgo de EHM, -caracterizar
correctamente las alteraciones cognitivas y funcionales y su relacion con los parametros

inflamatorios para el diagnéstico precoz de la enfermedad.

El tratamiento temprano con rifaximina ha demostrado mejorar las alteraciones
neurologicas y la calidad de vida, con una buena tasa de adherencia y de efectos
secundarios (167-168). No obstante, se desconoce el mecanismo de accion de este
farmaco en la EHM. Es, por tanto, necesario estudiar el efecto de la rifaximina sobre la
evolucion de la enfermedad y los parametros inflamatorios para establecer qué grupo de

pacientes podra beneficiarse de su administracion.
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III. HIPOTESIS






Hipotesis

Ha sido demostrado que en la EH existe un componente inflamatorio que interviene
en su patogenia. Sin embargo, este aspecto no se ha estudiado ampliamente en la EHM
donde es mas dificil establecer un diagnostico de certeza. Por ello, pensamos que
caracterizar con precision las alteraciones cognitivas y funcionales y establecer en esos
casos los pardmetros inflamatorios asociados, mejorara el conocimiento de la EHM y
contribuird al desarrollo de un método diagnodstico valido, objetivo, reproducible y
sencillo que pueda ser utilizado en la practica clinica para el diagnostico precoz de la

enfermedad.

Por otra parte, los efectos de la rifaximina en la EH son conocidos. Por ello, establecer
si este farmaco es capaz de modificar las alteraciones neurologicas e inflamatorias
encontradas en pacientes con EHM cuando se les administra permitira individualizar la

indicacion del tratamiento.
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IV. OBJETIVOS






Objetivos

Caracterizar las alteraciones cognitivas y motoras asociadas a la EHM,
diagnosticada en base a los criterios del PHES, mediante la aplicacién de test
psicométricos especificos.

Estudiar los mecanismos implicados en la patogenia de la EHM centrandonos en
los parametros inflamatorios y su relacion con las alteraciones neurologicas.
Analizar el efecto del tratamiento con rifaximina sobre las alteraciones

neurologicas y los parametros inflamatorios en pacientes con EHM.
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V. MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

1. DISENO

Se disefid un estudio multicéntrico, postautorizacion, de seguimiento prospectivo de
una cohorte de pacientes con cirrosis hepatica controlados en la Unidad de Hepatologia
del Servicio de Medicina Digestiva del Hospital Clinico Universitario de Valencia y del

Hospital Arnau de Vilanova de Valencia.

2. POBLACION

Se incluyeron pacientes con cirrosis hepatica diagnosticada por biopsia hepatica o por
combinacion de criterios clinicos, analiticos y radiologicos que cumplieran los criterios

de inclusion y ninguno de los de exclusion.

Criterios de inclusion:

- Mayores de 18 afios.
- Cualquier etiologia.
- Cualquier grado de funcion hepatica.

- Que acepten y firmen el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

- Enfermedad neurologica o psiquiatrica.

- Consumo activo de alcohol en los tltimos 6 meses.

- Adiccion a drogas por via parenteral en los tltimos 6 meses.

- Episodio de EHC previo.

- Infeccion o uso de antibioterapia en las tltimas 6 semanas (excepto profilaxis de
PBE).

- Episodios de hemorragia digestiva en las ultimas 6 semanas.

- Infeccion por el VHC bajo tratamiento antiviral.

- Portadores de TIPS.

- Diagnostico de CHC.
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Los pacientes fueron reclutados consecutivamente desde enero del 2015 hasta enero

del 2019 y categorizados como con o sin EHM en funcién del PHES.

Se calcul6 el tamafio muestral para obtener una potencia estadistica de al menos el
90% y un nivel de significacion del 5% en el estudio de las alteraciones inmunitarias y se
selecciond de forma aleatoria un minimo de 30 pacientes en cada uno de los brazos del

estudio.

Se realiz6 seguimiento clinico y analitico de estos pacientes a los 3, 6 y 12 meses de
la inclusion en el estudio y ecografico a los 6 y 12 meses. Posteriormente se siguieron
controles semestrales con revision clinica, analitica y ecografica hasta la pérdida de
seguimiento, el fallecimiento o el cierre del estudio en enero del 2020. Se realizaron
visitas adicionales en cualquier momento del seguimiento en caso de deterioro clinico o

aparicion de complicaciones de la cirrosis.

Se incluy6 un grupo de 30 sujetos voluntarios sanos que cumplieran los criterios de

inclusion y ninguno de los de excusion durante el mismo periodo de tiempo.

Criterios de inclusion:

- Mayores de 18 afios.

- Que acepten y firmen el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

- Enfermedad hepatica.

- Enfermedad neurologica o psiquiatrica.

- Consumo activo de alcohol en los ltimos 6 meses.

- Adiccion a drogas por via parenteral en los tltimos 6 meses.
- Infeccién o uso de antibioterapia en las Gltimas 6 semanas.

- Episodios de hemorragia digestiva en las ultimas 6 semanas.
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Material y Métodos

OBTENCION DE DATOS

Los datos se obtuvieron de la historia clinica en papel y electronica (ORION Clinic,

Mizar y Abucasis) y de la entrevista directa con el paciente.

Las variables incluidas fueron:

1.
2.

Demograficas (pacientes y controles): edad y sexo.

Clinicas (pacientes): comorbilidades (factores de riesgo cardiovascular,
cardiopatia, enfermedad pulmonar o renal cronica), edad al diagndstico de la
cirrosis, etiologia, tratamiento etiolégico de la misma, otros tratamientos (IBP,
metformina,  benzodiacepinas, @ BBNC, diuréticos -furosemida y/o
espironolactona-, antibioticos profilacticos -quinolonas- o laxantes -lactulosa-),
presencia de HTP (circulacion colateral en ecografia, esplenomegalia o varices
esofagicas), grado de funcion hepatica (escalas MELD vy Child-Pugh),
descompensaciones (previas al inicio del estudio y a lo largo del seguimiento y
tipo de descompensacion), aparicion de trombosis portal o CHC, pérdida de
seguimiento (incluyendo el trasplante hepatico) o fallecimiento.

Analiticas (pacientes y controles): glucemia, pardmetros nutricionales, funcion

renal, iones, funcion hepatica y hemograma completo.

Se citd a los pacientes y a los controles para: (I) la realizacion de los test

psicométricos; y (II) la obtencidon de sangre con la determinacion de amonio y el estudio

de las alteraciones inmunitarias.
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4.

DIAGNOSTICO DE EHM

El diagnostico de EHM se realizé mediante el test psicométrico de referencia PHES,

compuesto por 5 subtest (Figura 13):

68

Test de Simbolos y Digitos (TSD): evalua la velocidad de procesamiento y la
memoria de trabajo. Consiste en una serie de nameros (1-9) cada uno de los cuales
lleva asociado un simbolo diferente. El sujeto tiene que escribir debajo de cada
numero, el simbolo que le corresponde, en un tiempo de 90 segundos. El test se
puntiia con el nimero de aciertos realizados en dicho tiempo.

Test de conexion numérica A (TCN-A): evalua la velocidad de procesamiento
y la atencién. Consiste en un conjunto de nimeros (1-25) colocados de forma
desordenada. El sujeto debe unir los nimero en orden ascendente (1-2-3...-25)
trazando lineas. Se puntia con el tiempo, en segundos, que se tarda en realizar la
tarea.

Test de conexion numérica B (TCN-B): evalta la velocidad de procesamiento
y la atencion. Consiste en un conjunto de nimeros (1-13) y letras (A-L), colocados
de forma desordenada. 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). Se puntia con el
tiempo, en segundos, que se tarda en realizar la tarea.

Test de puntos seriados (TPS): evalua la coordinacion visuoespacial. Consiste
en un conjunto de circulos. El sujeto tiene que marcar con el rotulador un punto
en el centro de cada uno. Se punttia con el tiempo, en segundos, que se tarda en
realizar la tarea.

Test de la linea quebrada (TLQ): evalua la coordinacion visuoespacial. Consiste
en realizar un recorrido con un rotulador entre dos lineas con tramos rectos y
curvos, en los que el sujeto debe evitar tocar y salirse. Se puntua con el tiempo,
en segundos, 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 numero de cuadros en los que el sujeto toca o se sale del recorrido.



Material y Métodos

CLAVE DE NUMEROS
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Figura 13. Bateria de test psicométricos PHES.

Se llevan a cabo en 10-20 minutos. Cada prueba se puntua segiin la desviacion
estandar de las puntuaciones medias de los controles sanos ajustada a la edad y al nivel
cultural (230). Ha sido validada en varios paises europeos, entre ellos Espana. Para el
calculo de la puntuacioén total, se utiliza una aplicacidon informatica desarrollada por la

Red Espanola de EH que utiliza los valores de referencia de la poblacion espafiola. Se

encuentra disponible en la web http://www.redeh.org/TEST phes.htm donde se
introducen los datos de edad, nivel de estudios y la puntuacion de cada test (231). La
puntuacion final de un paciente puede oscilar entre -18 y +16. Se considera que un
individuo presenta EHM si su puntuacion es -4 o inferior con una sensibilidad y

especificidad del 96% y 100%, respectivamente (232).
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5. EVALUACION DE OTRAS ALTERACIONES
COGNITIVAS

Ademas del PHES, los pacientes y controles realizaron una bateria de test

psicométricos especificos para evaluar otras alteraciones cognitivas.
5.1. Test de Stroop de colores y palabras

El test de Stroop de colores y palabras evaliia la velocidad del procesamiento y la
flexibilidad cognitiva mediante el reconocimiento de un campo coloreado y un nombre

de color escrito (233).

La prueba consta de 3 partes:

e Tarea congruente: contiene 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 (Figura 14A).

e Tarea neutra: contiene una matriz de 10 filas de cinco circulos impresos en
diferentes colores (azul, rojo, amarillo, verde) (Figura 14B).

e Tarea incongruente: contiene una matriz de 10 filas de cinco palabras cada una
con nombres de los cuatro colores impresos en tinta de diferente color al

correspondiente a la palabra escrita (Figura 14C).

B)

Figura 14. Test de Stroop. A: tarea congruente. B: tarea neutra. C: tarea incongruente.
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El individuo dispone de 45 segundos para leer el maximo niimero de palabras de la
primera tarea, otros 45 segundos para nombrar los colores de la segunda y otros 45
segundos para nombrar el color de la tinta en la que estan escritas las palabras de la tercera

tarea.

Se obtienen tres puntuaciones directas: numero de palabras (P), nimero de colores
(Co) y niimero de palabras-colores (PC). Los errores no se tienen en cuenta pero producen
una puntuacidn directa menor al tener que repetir el item equivocado. Una vez obtenidos

los valores P, Co y PC se corrigen segun la edad del individuo si supera los 44 afios (Tabla
8).

Tabla 8. Correccion por edad de los valores del test de Stroop.

Parametro corregido Adultos de 45-64 aiios Adultos de 65-80 aiios
Palabras (P) P+8 P+14

Colores (Co) Co+4 Co+11
Palabras-colores (PC) PC+5 PC+ 15

A partir de las puntuaciones corregidas se calcula un parametro denominado
“Interferencia”, que mide la capacidad del individuo para separar los estimulos de
nombrar palabras y colores, suprimiendo la respuesta de lectura y concentrandose en la
tarea de nombrar los colores. Para determinar la puntuacion de la interferencia pura se

calcula la diferencia entre PC y la PC estimada (PC’) con la siguiente formula:

Interferencia = PC — PC* - PC’ =(Cox P)/ (C + P)

Una vez obtenida la puntuacion corregida de P, Co, PC y el valor de la interferencia,

se interpola en una tabla normalizada para la poblacién espafiola con los valores

correspondientes a la puntuacion definitiva del test (234).
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5.2. Testd2

El test d2 proporciona una medida concisa de la atencion sostenida o concentracion,
ya que evalua la capacidad de atender selectivamente a ciertos aspectos relevantes de la

tarea mientras se ignoran los irrelevantes de una forma rapida y precisa.

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

trabajo y relacion entre velocidad y precision (235).

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’ acompaiiadas de una o dos rayas
pequefias en la parte superior de cada letra, en la inferior, o en ambas. El individuo tiene
20 segundos por linea para revisar, de izquierda a derecha, el contenido y marcar solo las
‘d’ que contengan dos rayas en total (las dos arriba, las dos abajo o una arriba y otra
abajo). Las demdas combinaciones (‘p’ con o sin rayas y ‘d’ con una, tres o cuatro rayas)

se consideran irrelevantes y no deben ser marcadas (Figura 15).
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id | 3 it 1d4p d d 3 p P " '
3 pdd pdd 1 p idpd id pd 1 b 4 ‘. g
g ipapaad p.d i paa £
MUY
: : IMPORTANTE \
i papadappaada pdc ppddaddppad
POR FAVOR,
padpdpapd padada : paa ST NO ESCRIBA
Wl NADAEN ESTA
i p E pdad i 1 4 PE adadarp a iddddp

FRANJA AZUL

O PUEDE
INVALIDAR
SU EJERCICIO

Figura 15. Test d2.

72



Material y Métodos

Las puntuaciones que se pueden obtener son multiples:

e Total de respuestas (TR): es el numero de casilla al que corresponde la Gltima
marca de cada linea. La suma del TR de las 14 lineas es una medida de la
velocidad de procesamiento.

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

¢ Omisiones (O): numero de errores por omision o elementos relevantes no
marcados hasta el tltimo elemento marcado. Se suman las O de las 14 lineas.

e Comisiones (C): nimero de errores por comision o elementos irrelevantes
marcados hasta el Gltimo elemento marcado. La suma de C de las 14 lineas
proporciona una medida del control inhibitorio.

o Efectividad total en la prueba (TOT): se calcula como la diferencia del TR y
los errores de las 14 lineas (TOT = TR — (O+C)).

e Indice de concentracién (CON): se calcula como la diferencia del TA y errores
por comision (CON = TA — C) de las 14 lineas. Este parametro es una medida de

concentracion.

Una vez calculados todos los parametros descritos, se consulta el baremo segun la

edad del sujeto para obtener el percentil de cada variable.

5.3. Test de claves oral

Esta prueba mide la velocidad de procesamiento y atencion selectiva. La tarea es muy
similar al test de simbolos y digitos de la bateria PHES, pero en el de claves oral se
muestran simbolos asociados a nlimeros y el sujeto tiene que, verbalmente, relacionar en

90 segundos todos los simbolos posibles con sus nimeros correspondientes (236) (Figura

16A).

La puntuacion total es el nimero de aciertos que el sujeto realiza.
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5.4. Test de digitos oral

Esta tarea es una seccion de la bateria Wechsler Adults Intelligence Scale y esta

compuesta por 2 subtest (236):

1. Digitos directo: mide la atencion selectiva. La prueba consiste en bloques de dos
series de nimeros, empezando por series cortas que se van alargando al pasar de
bloque (Figura 16B). La tarea se realiza leyéndole al sujeto los numeros de la
serie, que tendran que ser repetidos por €ste en el mismo orden. Cuando el sujeto
acierta la serie se le puntiia con un “1”, y cuando la falla con un “0”, de manera
que la prueba acaba cuando la puntuacion de todas las series del mismo bloque es
igual a “0”. La puntuacion del test es la suma de series acertadas.

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 nimeros y repetirlos en orden inverso (Figura 16C). Se

corrige de la misma manera que la anterior.

Se obtiene una puntuacion global del test de digitos oral sumando las dos

puntuaciones.

5.5. Test de letras y numeros oral

Este test mide la memoria de trabajo, teniendo mas carga que el de digitos oral. 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. Se lee la serie y el sujeto
debe ordenar primero los nimero de forma ascendente y después las letras
alfabéticamente (236) (Figura 16D). La correccion se realiza igual que en los test de

digitos orales.
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Figura 16. Test orales. A: Claves oral; B: Digitos Directo; C: Digitos Inverso; D: Letras y

nameros.
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6. EVALUACION DE LAS ALTERACIONES
MOTORAS

Para la evaluacion de las alteraciones en la coordinacidén motora, se utilizaron dos test

faciles y de corta duracion.
6.1. Test de coordinacion bimanual

Este test consta de un tablero perforado con dos matrices de 4 filas con 10 agujeros
cada una (Figura 17A). La prueba consiste en pasar unas clavijas metalicas de una matriz
a la otra del tablero con la utilizacién de ambas manos simultanea y simétricamente, por
filas, de fuera hacia dentro. Esta tarea se realiza 2 veces en cada direccion y se puntia
con el tiempo que se tarda en pasar las clavijas de una matriz a otra. Se suma el tiempo

en minutos de los cuatro intentos.

6.2. Test de coordinacion visomotora

Este test consta de un tablero con una matriz de 6 filas y 6 columnas de perforaciones
rectangulares, con diferente orientacion, en las cuales se tienen que encajar unas piezas
metalicas utilizando la mano dominante (Figura 17B). Se realiza por filas, dos veces, de
izquierda a derecha y se puntua segun el tiempo que se tarda en colocar todas las piezas.

Se suma el tiempo en minutos de los dos intentos.

Figura 17. Test de coordinacion motora. A: Bimanual; B: Visomotora.
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7.  DETERMINACION DE AMONIO EN SANGRE

La determinacién del nivel de amonio se realizd el mismo dia que los test
psicométricos. Para ello se utilizo el Ammonia Test Kit 11 o PocketChem BA system
(Arkray Factory, Inc., Kyoto, Japoén) que mide los niveles de amonio en sangre basandose
en el método de la micro-difusion. Este método tiene como ventaja que ofrece una
medicion rapida y exacta, requiriendo un volumen pequeiio de muestra. La concentracioén
de amonio en la muestra aumenta conforme avanza el tiempo transcurrido desde la
extraccion de la sangre hasta la medicion, por lo que la rapidez del método de medida es

muy importante.

El kit del reactivo consta de unas tiras que contienen una capa receptora de muestra
compuesta de acido borico (42,6 mg) e hidréxido sodico (18,7 mg) y una capa indicadora
compuesta de verde de bromocresol (4,0 mg). Cuando se aplica la muestra a la capa
receptora de la tira, el agente amortiguador de pH impregnado (tampoén borato) se
disuelve volviendo alcalina la muestra. Los iones amonio (NH4+) de la muestra pasan a
amonio gas (NH3) que difunde a través de los poros del distanciador al indicador (verde
de bromocresol), produciendo el color. El grado de coloracidon 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.

Para llevar a cabo la medicion, se aplican 20 ul de sangre total recién extraida en el
centro de la capa receptora de la tira (Figura 18A). Después de 180 segundos, se retira el
distanciador (Figura 18B) y se coloca la tira en la unidad optica del dispositivo de medida,
con la mancha de color de la capa indicadora hacia abajo (Figura 18C). El nivel de amonio
aparece en la pantalla en pmol/L (Figura 18D). El rango de deteccion de éste método es
de 7-286 umol/L. Los niveles esperados en adultos sanos son entre 11 y 32 pmol/L aunque

esto puede variar ligeramente entre distintos laboratorios (237).
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Figura 18. Test de medicién de amonio en sangre.
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8. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES
INMUNITARIAS

La obtencion de sangre para el estudio de las alteraciones inmunitarias se realizo el
mismo dia que los test psicométricos y el analisis de los niveles de amonio. Este estudio
incluyo el analisis del inmunofenotipo mediante citometria de flujo, la determinacion de
citocinas en suero mediante ELISA, el andlisis de factores de transcripcion mediante PCR

cuantitativa (QPCR) y la determinacion de niveles de IgG en plasma por Western Blot.

8.1. Estudio del inmunofenotipo

Para el estudio de las poblaciones leucocitarias se utilizo la citometria de flujo. Con
esta técnica, las células aisladas pasan por el interior de una corriente a través de un sensor
que detecta una propiedad especifica. En este caso se obtuvo una medida indirecta del
tipo celular mediante la excitacion de fluorocromos incorporados a la célula marcando

una proteina concreta.

El andlisis se realizo con el citometro Gallios flow (Beckman Coulter, Miami, FL,

USA) y el software Kaluza Analysis (Beckman Coulter) (Figura 24).

8.1.1. Estudio cuantitativo de poblaciones leucocitarias

Teniendo en cuenta la autoflorescencia de la propia muestra, en primer lugar, se
obtuvo un control negativo. Para ello se pusieron 50 pl de sangre EDTA en 1 tubo de
citometro, se afiadieron 2 mL de BD FACS Lysing Solution 1x (BD Biosciences) como
solucion de lisis y se incubd 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se pasé la
muestra por el citometro para considerar solamente la florescencia emitida por la

excitacion del fluoréforo unido a la proteina de estudio.

A continuacion se realizo el andlisis cuantitativo del inmunofenotipo. A partir de 50
ul de sangre EDTA en 1 tubo de citometro, se afiadieron los anticuerpos especificos para

las diferentes poblaciones leucocitarias (Tabla 9).
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Se afiadieron 2 mL de BD FACS Lysing Solution 1x (BD Biosciences) y se dejo

incubar 10

50 ul de F

minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente se afiadieron

low Count (Beckman Coulter) para la cuantificacion exacta de células por

microlitro y se midieron en el citometro.

Tabla 9. Anticuerpos utilizados para la seleccion de poblaciones de linfocitos T y

monocitos.
Anticuerpo Fluordforo Clon Casa comercial
CD45-KO Krome Orange J.33 Beckman Coulter
CD3-APC Allophycocyanin UCHT1 Biolegend
CD4-ECD Phycoerythrin- SFCI12T4D11 Beckman Coulter
Texas Red-X (T4)
CD28-PB Pacific Blue CD28.2 Biolegend
CD69-PE Phycoerythrin FN50 Biolegend
CD14-PB Pacific Blue MSE2 Biolegend
CD16-APC- Allophycocyanin-Alexa 3G8 Beckman Coulter
AlexaFluor750 Fluor 750
CD56-PE Phycoerythrin B-A19 INMUNOSTEP
Se identificaron las poblaciones de la siguiente manera:
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Leucocitos: células marcadas con CD45.
Neutrofilos: reconocidos por la morfologia dentro de la poblacion CD45+.
Monocitos: reconocidos por la morfologia dentro de la poblacion CD45+ y
por ser marcados especificamente con CD14 y CD16.
Linfocitos: reconocidos por la morfologia dentro de la poblacion CD45+. Se
subdividen en:
o Linfocitos B: marcados con CD19.
o Linfocitos T: marcados con CD3:
= Linfocitos T CD4: células CD4+ y CD8- dentro de la poblacion
de linfocitos T.
= Linfocitos T CD8: células CD8+ y CD4- dentro de la poblacion
de linfocitos T.

o NK: marcados con CD56.
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8.1.2. Estudio de monocitos

Partiendo de 50 pl de sangre EDTA en 1 tubo de citometro, se afiadieron los

anticuerpos contra CD45, CD14 y CD16 (Tabla 9).

Se afiadieron 2 mL de BD FACS Lysing Solution 1x (BD Biosciences) y se dejo
incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se afiadieron 50 pl de Flow
Count (Beckman Coulter) para la cuantificacion exacta de células por microlitro y se

midid en el citbmetro.

Los monocitos fueron identificados por la morfologia dentro de la poblacion de las
células CD45+ y por la exclusion de linfocitos y neutrofilos gracias al CD14 y CD16 y
de las NK con el CD56. Se identificaron tres estadios de monocitos segin perdian el
CD14 e iban adquiriendo el CD16:

e Monocitos clasicos: CD14++CD16-.

e Monocitos intermedios: CD14++CD16+.

e Monocitos alternativos: CD14-CD16++.

8.1.3. Estudio de linfocitos T autorreactivos

Partiendo de 50 pl de sangre EDTA en 1 tubo de citometro, se afiadieron los

anticuerpos contra CD45, CD3, CD4 y CD28 (Tabla 9).

Se procedié de la misma manera y se identificaron dos poblaciones dentro de los
linfocitos T (CD3+):
e Linfocitos CD4 autorreactivos: linfocitos CD4 carentes de las molécula
coestimuladora CD28 (CD4+CD28-) (Figura 19).
e Linfocitos CD4 no autorreactivos: linfocitos CD4 con molécula coestimuladora

CD28 en la membrana celular (CD4+CD28+).
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8.1.4. Estudio de marcadores de activacion

Posteriormente, para el estudio de marcadores de activacion de las diferentes
poblaciones leucocitarias se parti6é de la misma muestra afiadiendo un anticuerpo contra

CD69 (Tabla 9) que indica el grado de activacion de las poblaciones reconocidas.

: [LYMPH CD3+] CD4-ECD / CD28-PB . [LYMPH CD3+] CD69-PE / CD28-PB
e ED-+ D++| M

10"

CD28-PB
CD28-PB

10°4:

cdBed28-]| [cddcd2s-]

10° 10° 0 10 ST e e e e

CD4-ECD CD69-PE
Gate %Gated Gate %Gated
All 100.00 All 100.00
cd4cd28- 24.42 R-- 24.16
cdB8cd28- 3.69 R-+ 72.82
D-+ 13.86 R+- 0.43
D++ 58.03 R++ 2.60

Figura 19. Citometria: ejemplo de estrategia de seleccion para los linfocitos CD4
autorreactivos (CD4+CD28-) y activados (CD69+).

8.2. Determinacion de citocinas en suero

Todas las citocinas, en su mayoria IL, fueron medidas en suero por el método ELISA
con kits comerciales siguiendo el protocolo correspondiente a cada uno de ellos (Tabla

10).

Teniendo en cuenta que cada kit comercial puede tener variaciones, como protocolo
general se empled una placa de 96 pocillos recubiertos con un anticuerpo monoclonal

contra la citocina humana de interés. Se hizo una curva de calibrado acorde al rango de
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deteccion del kit comercial, utilizando el estdndar proporcionado y haciendo las
diluciones recomendadas. Se afiadid el volumen necesario de los estandares y de las
muestras a los pocillos y se incub6 durante el tiempo requerido. La citocina presente en
el suero se uni6 al anticuerpo, a su vez unido a la placa. Se lavo varias veces con solucion
de lavado especifica del kit comercial y se aspiraron los pocillos para eliminar todo
aquello que no estuviera unido. Se afnadi6 el anticuerpo de deteccion biotinilado y se
incub6d durante el tiempo especificado por el protocolo formandose un complejo
anticuerpo-antigeno. Se volvi6 a lavar la placa, se afiadio estreptavidina conjugada con
peroxidasa y se incub6 de nuevo el tiempo necesario. Se lavaron los pocillos con solucién
de lavado y se afadio el sustrato tetramethylbenzidine que produjo un compuesto con una
intensidad de color proporcional a la cantidad de citocina de interés presente en la
muestra. Tras la reaccion colorimétrica, se anadio la solucion de Stop (generalmente un
acido) para parar la reaccion y se ley6 la absorbancia a 450 nm en el lector de placas
(Multiskan Ascent, Thermo). En algunos casos, en vez del complejo biotina-
estreptavidina-peroxidasa, se utilizaron anticuerpos conjugados que se revelaron con otra
sustancia colorimétrica proporcionada por el kit. Los resultados se calcularon
extrapolando la absorbancia obtenida en las muestras en la curva patron de los estandares,

indicando asi la concentracion de citocina presente.

Tabla 10. Kits comerciales ELISA.

Citocinas Kit comercial

IL-6 Human IL-6 Platimun ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS213/2
IL-18 Human IL-18 Platimun ELISA eBioscience ref. BMS267/2CE

IL-15 Human IL-15 Quantikine ELISA Kit R&D systems ref. D1500

IL-17 Human IL-17 High Sensitivity ELISA eBioscience ref. BMS2017HS
IL-21 Human IL-21 Platimun ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS2043
1L-22 Human IL-22 Platinum ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS2047

CXCL13 Human CXCL13/BLC/BCA-1 Quantikine ELISA Kit R&D systems ref. DCX130
CX3CL1 Human CX3CL1/Fractalkine Quantikine ELISA Kit R&D systems ref. DCX310
CCL20 Human CCL20/MIP-3a Quantikine ELISA R&D systems ref. DM3A00
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Analisis de factores de transcripcion

Los linfocitos T CD4 se pueden diferenciar en distintas subpoblaciones caracterizadas

por la expresion de factores de transcripcion especificos. Para la determinacion de las

subpoblaciones de linfocitos Th, se analizaron los factores de transcripcion BCL6, AHR,

TBX21

, GATA3 y RORC, caracteristicos de los linfocitos Thf, Th22, Thl, Th2 y Th17,

respectivamente, mediante qPCR.

8.3.

En

periféri

1. Aislamiento de células mononucleares

primer lugar, se realiz6 el aislamiento de las células mononucleares de sangre

ca (PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cells-). Para ello, se mezclo la sangre

recogida en tubos con EDTA (25 mL) y con este volumen de partida, se realizo una serie

de centrifugaciones y lavados:
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. En primer lugar, se diluyo la sangre en NaCl 0.9% en una proporcion 1:1 para

después verter con cuidado la sangre sobre el Lymphoprep™ en tubos de
centrifuga de polipropileno, estériles, de 15 mL (Fisherbrand™) con 1 volumen
de Lymphoprep™ por cada 2 volimenes de sangre. Se centrifugd a 800 x g, 30
minutos a 18°C en una centrifuga de rotor basculante y con un programa de
centrifugacion sin freno. De esta manera, los eritrocitos y el resto de la fraccion
celular de la sangre quedaron en el fondo del tubo, separados del halo de PBMC

por el reactivo y con el plasma en la parte superior (Figura 20).

Se recogid la fase blanquecina (el halo de PBMC) junto con el plasma, se paso6 a
un tubo de centrifuga de 50 mL (Fisherbrand™) y se llené hasta el doble de
volumen con RPMI 1640 (Biowest) para lavar el exceso de Lymphoprep™ que

pudiese quedar. Se centrifug6 a 1000 x g, 10 minutos a temperatura ambiente.

Se resuspendio el pellet en 6 mL de RPMI 1640 (Biowest) pasandolo a un tubo de
centrifuga de 15 mL (Fisherbrand™) y se centrifugé a 1000 x g, 10 minutos a

temperatura ambiente.
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Sangre con EDTA > Plasma

|__—»PBMC

_—» Lymphoprep™

Lymphoprep™e| == =
: ' _—Resto de la fraccion celular

Figura 20. Separacion de PBMC. A: antes y B: después de la centrifugacion.

4. En caso de que el pellet obtenido contuviera eritrocitos (visualizado de color rojo),
se afiadio un paso extra para lisar los eritrocitos, resuspendiendo el pellet en 1 mL
de Orthoimmune Lysing Reagent® (Ortho Diagnostic Systems, Raritan, USA)
durante 30-60 segundos y centrifugandolo a 250 x g, 5 minutos a temperatura

ambiente.

5. Por ultimo, se resuspendio el pellet en 3 mL de RPMI y se separaron 10 ul para
contar el numero de células. Se realizé una dilucion de la muestra con azul de
tripan (Tripan Blue Solution, 0.4%, Sigma) en proporcion 1:1. Se cargaron 10 pl
de la dilucion en la camara Neubauer (Marienfeld-Superior) y se contd al
microscopio el numero de células vivas sacando el promedio de células vivas en
los 16 cuadrantes de la camara y multiplicando el valor por el factor de dilucién
(en nuestro caso el valor es 2) y por la constante 10.000 para la obtencion del

nimero de células por mililitro (céls/mL).

6. Se volvid a centrifugar a 1000 x g, 5 minutos a temperatura ambiente, para
resuspender el pellet en suero bobino fetal inactivado, teniendo en cuenta el
volumen necesario para poner una cantidad de 5 millones de células por mililitro
en cada criotubo y se anadi6 el DMSO (10% del volumen final) para criopreservar

las células.
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7. Se congelaron los criotubos de manera progresiva para mantener en todo
momento la maxima integridad de las células. Primero dentro del Mr. Frosty
(Nalgene™), previamente lleno con isopropanol a -80°C para garantizar la
congelacion progresiva de -1 grado por minuto. Una vez pasadas al menos 24h,

se almacenaron en el congelador de -80°C.

8.3.2. Aislamiento del ARN

A continuacion, se realizé el aislamiento del ARN total de las PBMC. Para ello, se
utilizé el kit de extraccion RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare) siguiendo
el protocolo de purificacion de ARN total a partir de células aisladas. El protocolo
consistid en una serie de purificaciones en columna seguidas de una digestion del ADN

genodmico mediante una enzima desoxirribonucleasa.

Se determino la concentracion y pureza del ARN mediante el uso del Nanodrop ND-
2000 (Nanodrop, LabTech International). Se comprobd la pureza del ARN atendiendo al
cociente de absorbancia A=260 nm/A=280 nm, de manera que valores comprendidos entre

1,8 y 2,0 indicaban un ARN en buen estado.

8.3.3. Retro-transcripcion del ARN

Posteriormente, se llevo a cabo la reaccion de retro-transcripcion mediante una RT-
PCR. El ARN total se retro-transcribio a ADN complementario con el kit High-Capacity
RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems) con la utilizacion de un termociclador T-100
(Bio-Rad).

Las condiciones de PCR fueron: 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 37°C (x2) y 5
minutos a 85°C. El volumen final de la reaccion fue de 20 pl y la concentracion inicial de
ARN pudo variar en funcion de las necesidades manteniendo siempre la misma cantidad

de ADN complementario para la PCR cuantitativa.
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8.3.4. PCR cuantitativa

Finalmente, se realizo la qPCR. Estas reacciones se realizaron por duplicado en placas
de 96 pocillos (Applied Biosystems). Se cuantifico la expresion de cada gen de interés
relativa a la expresion de un control enddégeno de expresion constitutiva (en este caso se
utilizé la sonda para el gen HPRT). Para ello se emplearon sondas Tagman® (Applied
Biosystems) conjugadas con el fluor6foro FAM (Tabla 11) y el Gene Expression Master
Mix (Applied Biosystems). La reaccion de qPCR se llevo a cabo en un termociclador ABI
Prism 7900 sequence detection system (Applied Biosystems) con el software StepOne 2.1.
Las condiciones de amplificacion fueron: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 40 ciclos
de 15 minutos a 95°C y 1 minuto a 60°C. El incremento (fold change) de la expresion del
gen se calcul6 en las muestras de los pacientes (sin y con EHM) respecto a los controles
mediante el método de AACT donde AACT = ACT (paciente) — ACT (control = media de
los valores ACT de todas las muestras control) y donde ACT es el CT del gen de interés
menos el CT del gen constitutivo HPRT para todas las condiciones. El fold change indicé
si el gen de interés se estaba expresando mas o menos en el paciente que en el control, de
manera que, si el valor era = 1, la expresion era igual; >1, la expresion era mayor; y <I,

la expresion era menor.

Tabla 11. Sondas utilizadas para medir los niveles de expresion de los genes de

intereés.

Gen de interés Referencia sondas Tagman®
HPRT Hs02800695 ml
AHR Hs00907314 ml
RORC Hs01076122 ml
BCL6 Hs00153368 ml
TBX21 Hs00203436 _ml
GATA3 Hs00231122 ml
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8.4. Determinacion de niveles de IgG

El aumento en la activaciéon de los linfocitos B puede verse reflejado por un
incremento en la concentracion de IgG en plasma. Por ello, se cuantificaron los niveles

de IgG en plasma mediante la técnica de Western Blot.

En primer lugar, se cuantifico la concentracion de proteina total en plasma mediante
el método colorimétrico BCA (BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific). Este método
consistio en la adicion de dos reactivos (reactivo A: carbonato de sodio, bicarbonato de
sodio, acido bicinconinico y tartrato de sodio en hidroxido de sodio 0,1 M; reactivo B:
sulfato cuprico 4%) a la muestra diluida dando lugar a una reaccion colorimétrica cuya
absorbancia a 570 nm fue registrada por un lector de placas. El valor de dicho registro se
interpold en la curva patron a partir de los valores obtenidos por concentraciones

conocidas de albumina de suero bovino (BSA -bovine serum albumin-).

Tras la cuantificacion de las proteinas totales de la muestra, se realizo6 la técnica de
western blot para la inmunodeteccion de los niveles de IgG en plasma (Figura 21). Se
calcul6 el volumen necesario para obtener la misma cantidad de proteinas en cada muestra
(30 ng). Las proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida del
10-12% con SDS (dodecilsulfato so6dico, Sigma). Para ello, se cargd la misma cantidad
de proteina en cada pocillo (30 pg), disuelta en tampon de carga 2X (Tris-HCI 0,5 M a
pH 6,8, glicerol 5%, SDS 10%, 2-mercaptoetanol 2,5%, azul de bromofenol 1%). Los
geles de poliacrilamida constaban de dos zonas de diferente concentracion de acrilamida:
gel “stacking” (Tris base 0,125 M, 0,1% SDS a pH 6,8, acrilamida 3,9%, bisacrilamida
0,015%, APS 0,04% y TEMED), que concentraba la muestra en una banda estrecha antes
del inicio de su separacion, y gel “running” (Tris base 0,4 M, 0,1% SDS a pH a 8,8,
acrilamida 8%, bisacrilamida 0,2%, APS 0,04% y TEMED), en el que las proteinas se
separaban segiin su masa molecular relativa. El tampon empleado para la electroforesis
contenia Tris base 0,3%, 0,02% SDS, glicina 1,5% y se aplicaba una intensidad de
corriente de 25 mA por gel. Una vez terminada la electroforesis se transfirieron las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa en tampon de transferencia (Tris base 0,025

M, glicina 0,05 M) aplicandose una corriente de 400 mA durante 2 horas.
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A continuacion, se bloquearon las membranas con BSA al 5% en TBS-Tween 1X
(NaCl 0,15 M, Tris Base 50 mM, Tween-20 0,05%, pH 7,5) durante 1 hora a temperatura
ambiente y se lavaron varias veces con TBS-Tween. Se incub6 la membrana con el
anticuerpo primario diluido en la solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Se
utilizé el anticuerpo anti-IgG humana monoclonal de raton, conjugado con fosfatasa
alcalina (Clon GG-5, Sigma ref. A2064) a una dilucion de 1:80000 (Tabla 12). Se volvio
a lavar la membrana y se incubo con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado
con la enzima fosfatasa durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Finalmente,
se lavo de nuevo con TBS-Tween y se realizé un tltimo lavado con tampon sustrato (NaCl
100 mM, MgCl 5 mM, Tris-HCI 100 mM a pH 9,5). Para revelar la membrana se utilizd
un método colorimétrico para la enzima fosfatasa con una solucion de revelado (NaCl
100 mM, MgCl, 5 mM, Tris-HCI 100 mM, 0,6% Nitroblue-tetrazolium, 0,35% 5-Br-4-
Cl-3-indolilfosfato, pH 9,5). La reaccion colorimétrica dio un precipitado de color
morado en forma de bandas en funcion de la cantidad de proteina presente en la
membrana. Las imagenes fueron capturadas en un escaner Hewlett Packard Scanjet
5300C y la intensidad de las bandas fue cuantificada con el programa Alphalmager 2200
(AlphaEaseFC 2200 for Windows, Cambridge, UK). Se utiliz6 la actina como control de
carga para calcular, relativo a este control endogeno, la cantidad de las proteinas de interés
encontradas en la muestra. Los datos se expresaron en porcentajes referentes a la

poblacién control.

Tabla 12. Anticuerpos utilizados para la determinacion de niveles de IgG.

Anticuerpo Diluciéon = Especie Casa Anticuerpo Dilucién

primario primaria comercial secundario secundaria

Anti-human 1:80000 Raton Sigma (ref. a-ms fosfatasa 1:4000

IgG-Alkaline (ms) A2064) alcalina (Sigma)

phosphatase

B-actina 1:4000 Raton Abcam (ref. a-ms fosfatasa 1:4000
(ms) ab6276) alcalina (Sigma)
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Figura 21. Técnica de western blot para la cuantificacion de proteinas.

90



Material y Métodos

9. TRATAMIENTO CON RIFAXIMINA

Los pacientes con cirrosis hepdtica clasificados como con EHM por el PHES (valor
<-4), recibieron tratamiento con rifaximina 400mg/8h via oral durante un minimo de 3

meses.

A los 3 meses se repitieron el PHES. Aquellos pacientes que lo mejoraron fueron
considerados respondedores totales si el PHES era >-4 y parciales si el PHES era >-5 con
una mejoria superior al 50% respecto al valor basal. Aquellos pacientes que no alcanzaron

estos valores, se consideraron no respondedores.

Los pacientes respondedores mantuvieron el tratamiento mas alld de los 3 meses
mientras que los no respondedores lo mantuvieron o retiraron en funcion de las

preferencias del paciente y el médico responsable.

Se registraron los efectos secundarios, los motivos y fecha de retirada del farmaco y
se evalu¢ la adherencia al tratamiento con dos métodos:
- Entrevista directa con el paciente.
- Sistema de prescripcion electronica de farmacia mediante el calculo del
porcentaje de medicacion prescrita que fue dispensada en la farmacia,

considerandose no adherente a un valor <80% (238).

Ademés del PHES, los test psicométricos se realizaron antes del inicio del
tratamiento, se repitieron a los 3 meses en todos los pacientes y a los 6 y 12 meses en
aquellos pacientes que continuaban con el farmaco. El estudio de los niveles de amonio
y las alteraciones inmunitarias también se realizaron al inicio del estudio y se repitieron
a los 3 meses en todos los pacientes y a los 6 meses en aquellos que mantenian la

rifaximina.
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10. ANALISIS DE DATOS

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas estadisticos GraphPad Prism

5y SPSS V22 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

Se realiz6 un analisis descriptivo para caracterizar la muestra. La distribucion de las
variables cuantitativas se obtuvo mediante el andlisis de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk y se expresaron como media + error estandar de la media (EEM)
o mediana + rango intercuartilico en funcion de si tenian o no una distribucion normal.

Las variables cualitativas se expresaron como frecuencias absolutas y porcentajes (%).

Se realiz6 un analisis univariante para estudiar la relacién entre variables
demograficas, clinicas y analiticas con la condicion de EHM. Para las variables
cualitativas se utilizé la prueba de Chi? o el test de Fisher (variables que mostraron mas
del 25% de las categorias con un valor esperado inferior a 5) y se utilizé la razon de
probabilidad (OR) con el intervalo de confianza del 95% (IC95) como medida de
asociacion. Para comparar variables cuantitativas se utilizo el test t de Student, la prueba
U de Mann-Whitney o el analisis ANOVA seguido del post-hoc Tukey. El testde Levene

se utilizod para comprobar la igualdad de varianzas.

Para determinar la contribucion de cada una de las variables en el desarrollo de EHM,
se realizd un analisis multivariante de regresion logistica incluyendo aquellas variables

significativas y relevantes del analisis univariante.

Se realizd un analisis de correlacion bivariada con el coeficiente de correlacion de

Spearman en el caso de variables discretas o de Pearson en caso de variables continuas.

Para evaluar la capacidad prondstica de las variables analizadas se utilizaron las
curvas receiver operating characteristic (ROC) y el area bajo la curva (AUROC) con su
IC95. Se utilizé el indice de Youden para identificar el punto de corte con una mayor

sensibilidad y especificidad.
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Material y Métodos

Se compararon los resultados antes y después del tratamiento con rifaximina con el
test t de Student pareado o la prueba de Wilcoxon en caso de variables continuas y con el

test de McNemar con variables cualitativas.

Se realizaron analisis de supervivencia con las curvas de Kaplan-Meier y se

compararon con el test de log-rank.

Todas las pruebas fueron bilaterales y se considero significativo, un valor de p <0,05.
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11. CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia (anexo 1) y clasificado por la Agencia Espafola de Medicamentos y Productos

Sanitarios (anexo 2).

Se entregd una carta de informacion con los detalles del estudio asi como el
consentimiento informado que fue firmado por todos los pacientes y controles

voluntariamente antes de su participacion.

Tal y como contempla la Ley de Proteccion de Datos de Carécter Personal, cualquier
paciente o control pudo acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el

investigador principal de este estudio.

El tratamiento, comunicacion y cesion de los datos de los sujetos se realizé conforme
a lo dispuesto por la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos
de caracter personal y por su reglamento (RD 1720/2007).

Todos los datos y la informacién médica relacionada, han sido tratados con absoluta
confidencialidad por parte del personal encargado de la investigacion. Asi mismo, la
publicacion de los resultados en revistas cientificas, en ningin momento proporciona

datos personales de los pacientes o controles que han colaborado en esta investigacion.

Durante la participacion de los sujetos en este estudio, se extrajo un analisis de sangre.
Esta muestra no serd almacenada, serd siempre utilizada con fines cientificos y no sera
bajo ninglin concepto ni en ningin momento motivo de lucro, bien sea por la venta del
material o de los derechos para realizar estudios sobre los mismos. Este estudio cumple
la normativa vigente de la Ley 14/2007 de investigacion biomédica en cuanto a la
proteccion de los derechos de los pacientes que quieran libremente participar y el manejo

de muestras bioldgicas.
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Resultados

1. POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron un total de 63 pacientes con cirrosis hepatica y 30 controles voluntarios

sanos.

De los pacientes con cirrosis, 32 fueron clasificados como con EHM y 31 sin EHM
por el PHES. La media del PHES en los controles fue de 0,7 + 0,2; mientras que la de los
pacientes fue de -4,4 + 0,6, con una media de -0,8 + 0,3 y -7,8 + 0,6 en los pacientes sin

y con EHM, respectivamente (Figura 22).

PHES
2_
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-2
&
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o
-6
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(@) 6\0 c,o’i\
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Figura 22. Valores (media £ EEM) del PHES en los grupos del estudio.

La media de edad de los pacientes con cirrosis fue de 61 £ 1,1 afios; mientras que la
de los controles fue de 59 + 1,2 afios, sin diferencias significativas entre los grupos
(p=0,253). Se incluyeron un total de 11 (18%) mujeres en el grupo de pacientes y de 17
(57%) en el grupo de controles (p<0,001).
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2. EVALUACION DE FACTORES CLINICOS Y
ANALITICOS

Se analizaron los factores clinicos en los distintos grupos del estudio y se compararon

en funcion de la presencia de cirrosis hepatica y EHM (Tabla 13).

No se observaron diferencias significativas en cuanto a edad al inicio del estudio,
sexo, factores de riesgo cardiovascular, comorbilidades o edad al diagnostico de la

cirrosis entre los pacientes con y sin EHM.

En cuanto a la etiologia de la cirrosis, no se observaron diferencias en la proporcion
de pacientes con cirrosis endlica entre los grupos con y sin EHM (OR=1,1; IC95=0,4-2,9;
p=0,904), mientras que la cirrosis por el VHC fue mas frecuente en el grupo de pacientes
sin EHM (OR=0,3; 1C95=0,1-0,8; p=0,021). Aunque en forma de tendencia, el
tratamiento etiologico de la cirrosis se asocid con un menor riesgo de EHM (OR=0,1;

1C95=0,01-1,1; p=0,070).

Entre los otros tratamientos analizados, se observd una mayor proporcion de pacientes
con tratamiento diurético (furosemida y/o espironolactona) en el grupo de EHM (OR=4,5;
1C95=1,5-13,6; p=0,006). Al analizar cada uno de los diuréticos por separado, se mantuvo
la relacion tanto con la toma de furosemida (37% Vs 13% en los grupos con y sin EHM,
respectivamente; OR=3,9; 1C95=1,1-14,1; p=0,031) como de espironolactona (47% Vs
19% con y sin EHM, respectivamente; OR=3,7; 1C95=1,2-11,4; p=0,023). No se
encontraron diferencias entre ambas categorias de EHM en la utilizacion de otros
tratamientos como benzodiacepinas (OR=0,8; 1C95=0,2-3,1; p=0,785), norfloxacino
(OR=4,6; 1C95=0,5-43,9; p=0,195) o lactulosa (OR=1,0; 1C95=0,2-4,4; p=1,000).

No se encontraron diferencias significativas en el grado de funcidn hepatica entre los
grupos con y sin EHM. No obstante, los pacientes con EHM presentaron una mayor
proporcion de cirrosis descompensada (OR=5,3; 1C95=1,8-15,8; p=0,002);
fundamentalmente en forma de ascitis (OR=4,2; IC95=1,4-12,3; p=0,007).
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Tabla 13. Factores clinicos en los distintos grupos del estudio.

Variable

Edad (aiios), media (EEM)
Sexo M/F, n (%)
FRCV, n (%)

- Sindrome metabdlico

- HTA

- DM

- DL
Comorbilidades, n (%)

- Cardiopatia

- Enfermedad pulmonar

- Enfermedad renal
Edad al diagnéstico de la
cirrosis, media (EEM)
Etiologia de la cirrosis, n (%)

- Alcohol

- VHC

-  EHGNA

- Otras"
Tratamiento etiolégico, n (%)
Otros tratamientos, n (%)

- IBP

- Metformina

- Benzodiacepinas

- BBNC

- Furosemida

- Espironolactona

- Norfloxacino

- Lactulosa
Hipertensién portal, n (%)
Child-Pugh, n (%)

- A

- B

- C
MELD, media (EEM)
Descompensaciones, n (%)

- Hemorragia variceal

- Ascitis

- PBE

- SHR

- ACLF
Trombosis portal, n (%)

Controles
(n=30)

59 (1,2)
13 (43)/17 (57)

Pacientes (n=63)
Sin EHM
(n=31)

61 (1,3)

25 (81)/6 (19)**

4(13)
10 (32)
10 (32)
10 (32)

3(8)
5 (16)
0(0)
56 (2,3)

16 (52)
13 (42)
13)
13)
28 (97)

13 (42)
5 (16)
6 (19)
9 (29)
4(13)
6 (19)
13)

4(13)
27 (96)

23 (74)
7(23)
1(3)
9 (0,5)
9 (29)
1(3)
8 (26)
0 (0)
1(3)
1(3)
3(10)

Con EHM
(n=32)
62 (1,7)
27 (84)/5 (16)**

7 (23)
10 (33)
16 (52)
8 (27)

2(7)
5(19)
2(7)
50 (4,8)

17 (53)
5 (16)
5(16)
5 (16)
16 (76)

13 (42)
9 (30)
5(17)
7 (23)
11 (37)
14 (47)
4(13)
4(13)
25 (86)

19 (59)
11 (34)
2 (6)
10 (0,7)
22 (69)
7(22)
19 (59)
5(17)
2(7)
4(13)
3 (10)

p-valor
(con Vs sin
EHM)
0,499
0,697

0,289
0,929
0,123
0,632

1,000
1,000

0,327

0.904
0,021
0,196
0,196
0,070

1,000
0,198
0,785
0,613
0,031
0,023
0,195
1,000
0,173
0,502
0,490
0,300
0,573
0,509
0,002
0,053
0,007
0,024
0,612
0,195
1,000

AVHB, colangitis biliar primaria, autoinmune, hemocromatosis o cirrosis criptogénica.

*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Abreviaturas: EEM: error estindar de la media; M/F: masculino/femenino; FRCV: factores
de riesgo cardiovascular; HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus; DL: dislipemia;
VHC: virus de la hepatitis C; EHGNA: enfermedad hepética grasa no alcohdlica; IBP: inhibidores
de la bomba de protones; BBNC: beta-bloqueantes no cardioselectivos; PBE: peritonitis
bacteriana espontanea; SHR: sindrome hepatorrenal; ACLF: fallo hepatico agudo sobre cronico
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Asi mismo, se analizaron las variables analiticas en los distintos grupos del estudio y

se compararon en funcion de la presencia de cirrosis hepatica y EHM (Tabla 14).

Tabla 14. Valores analiticos en los distintos grupos del estudio.

Variable Controles Pacientes (n=63) p-valor
(n=30) Sin EHM Con EHM (con Vs sin
(n=31) (n=32) EHM)

Glucemia (mg/dL) 109 (5) 120 (10) 120 (9) 0,499
Parametros nutricionales

- Colesterol (mg/dL) 223 (11) 170 (13)** 183 (8)** 0,376

- Triglicéridos (mg/dL) 119 (12) 143 (31) 98 (8) 0,171

- Proteinas (g/dL) 7,2 (0,1) 7,3 (0,2) 7,4 (0,1) 0,284
Funcion renal

- Urea (mg/dL) 38 (3) 37 (4) 35(Q2) 0,663

- Creatinina (mg/dL) 0,8 (0,05) 0,8 (0,05) 0,8 (0,04) 0,724

- Sodio (mEg/L) 138 (0,3) 139 (0,8) 138 (0,8) 0,384
Enzimas hepaticas

- AST (U/L) 25 (1) 50 (6)*** 40 (4)*** 0,161

- ALT (U/L) 24 (2) 34 (3)** 31 2)* 0,550

- GGT (U/L) 32 (7) 109 (20)** 80 (10)*** 0,101

- FA (mU/mL) 76 (9) 125 (12)** 132 (11)*** 0,709

Funcion hepatica
- Bilirrubina (mg/dL) 0,6 (0,02) 1,3 (0,2)** 1,7 (0,4)** 0,329

- Albtmina (g/dL) 4,6 (0,07) 3,8 (0,1)*** 37 (0,1)*** 0,777
- INR 1,0 (0,0) 1,2 (0,1)** 1,2 (0,0)*** 0,828
Hemograma

- Leucocitos (x10%L) 6,80 (0,7) 5,69 (0,4) 5,35 (0,4) 0,566
- Hemoglobina (g/dL) 14,6 (0,2) 13,4 (0,4)*  13,4(0,3)** 0,976
- Plaquetas (x10°/L) 241 (15) 116 (11)*** 119 (11)*** 0,843

Valores expresados como media (error estandar de la media).

*significacion estadistica Vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Abreviaturas: AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; GGT:
gamma glutamil transferasa; FA: fosfatasa alcalina; INR: ratio internacional normalizado.

Comparado con controles sin enfermedad hepatica, los pacientes con cirrosis
presentaron niveles superiores de enzimas de citolisis: AST (diferencia de las medias de
19,7; 1C95=12,7-26,8; p<0,001) y ALT (diferencia de las medias de 8,5; [C95=3,3-13,9;
p=0,002); colestasis: GGT (diferencia de las medias de 61,2; [C95=36,8-85,7; p<0,001)
y FA (diferencia de las medias 52,5; 1C95=27,7-77,4; p<0,001); y alteracion en las
pruebas de funcion hepatica: niveles superiores de bilirrubina (diferencia de las medias
de 0,7; 1C95=1,1-0,3; p=0,001) e INR (diferencia de las medias de 0,2; 1C95=0,1-0,3;
p<0,001) e inferiores de albumina (diferencia de las medias de -0,8; 1C95=-1,02- -0,6;
p<0,001).
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El grupo de pacientes con cirrosis present6 niveles inferiores de plaquetas (diferencia
de las medias de -124; 1C95=-158,9- -89,8; p<0,001) y hemoglobina (diferencia de las
medias de -1,16; IC95=-1,9- -0,5; p=0,001) respecto a los controles. También se
observaron valores séricos de colesterol menores en pacientes con cirrosis que en

controles (diferencia de las medias de -45,9; 1C95=-75,8- -15,9; p=0,003).

No se observaron diferencias significativas entre pacientes con y sin EHM en ninguno

de los pardmetros analiticos.
Se realiz6 un analisis de correlacion entre el PHES y las pruebas de funcion hepatica
que resultd no significativo. Si que se encontrd una correlacion positiva entre el PHES y

los niveles de sodio, albumina y plaquetas (Tabla 15).

Tabla 15. Anélisis de correlacion entre el PHES y las variables clinicas y analiticas.

Variable r p-valor
Child-Pugh -0,180 0,162
MELD -0,088 0,501
Glucemia (mg/dL) -0,180 0,148
Parametros nutricionales

- Colesterol (mg/dL) 0,132 0,302

- Triglicéridos (mg/dL) @ 0,167 0,190

- Proteinas (g/dL) -0,255 0,058
Funcion renal

- Urea (mg/dL) 0,048 0,705

- Creatinina (mg/dL) -0,010 0,936

- Sodio (mEg/L) 0,352 0,038
Enzimas hepaticas

- AST (U/L) -0,142 0,248

- ALT (U/L) -0,169 0,162

- GGT (U/L) -0,047 0,701

- FA (mU/mL) -0,287 0,020
Funcion hepatica

- Bilirrubina (mg/dL) -0,228 0,061

- Albumina (g/dL) 0,341 0,005

- INR -0,063 0,606
Hemograma

- Leucocitos (x10°L) 0,130 0,295

- Hemoglobina (g/dL) 0,150 0,215

- Plaquetas (x10%/L) 0,273 0,023

Abreviaturas: 1: coeficiente de correlacion (Pearson); AST: aspartato aminotransferasa;
ALT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transferasa; FA: fosfatasa alcalina; INR:
ratio internacional normalizado.
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3. CARACTERIZACION DE LAS ALTERACIONES
NEUROLOGICAS

3.1. Funciones cognitivas

Se realizaron los test psicométricos centrados en funciones cognitivas especificas,

tanto a pacientes como controles, y se compararon en funcion de la presencia de cirrosis

y EHM (Tabla 16).

Tabla 16. Resultados de los test cognitivos en los distintos grupos del estudio.

Test psicométrico

Test de Stroop
- Tarea congruente®
- Tarea neutra’
- Tarea incongruente®
- Interferencia’
Test d2
- TR
- TA
- 0
- C
- TOT¢
- CON!
Test de claves oral
Test de digitos oral

Test de letras y niumeros oral
Los valores se expresan como media (EEM).
*niimero de palabras, ®nimero de colores, ‘nimero de items, Yvalor calculado.

Controles
(n=30)

115 (2,6)
83 (2,4)
46 (1,5)
1,6 (1)

402 (16)
150 (6,4)
17 (2,6)
1(0,2)
371 (19)
146 (6,7)
50 (1,3)
16 (0,8)
10 (0,4)

Pacientes (n=63)

Sin EHM Con EHM
(n=31) (n=32)

105 (3,2)* 71 (4)***
75 (2,3)* 56 (3)***
41 (1,7)* 29 (2)***
-2,9 (1,6) -2,2 (2)

337 (13)** 244 (17)***
130 (5,5)* 83 (7,3)***
12 (1,7) 21 (4,4)

4 (1)* 11 (3)**
298 (16)** 214 (16)***
126 (5,9)* 72 (8,7)***
44 (2)** 23 (2)***
13 (0,5)** 10 (0,5)***
8 (0,5)** 5 (0,5)%**

*Significacion estadistica Vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
Abreviaturas: TR: total de respuestas; TA: total de aciertos; O: omisiones; C: comisiones;
TOT: efectividad total en la prueba; CON: indice de concentracion.

p-valor (con
EHM vs sin
EHM)

<0.001
<0.001
<0.001
0,788

<0.001
<0.001
0,065
0,027
0,001
<0.001
<0.001
0,002
<0.001

Para evaluar la velocidad del procesamiento mental y la atencion selectiva se

utilizaron los test de Stroop y de claves oral. Los pacientes con EHM mostraron una

velocidad y flexibilidad cognitiva reducidas respecto a los pacientes sin EHM en el test

de Stroop con una diferencia de la media de aciertos en 45 segundos de: 35 para el numero

de palabras (IC95=24-45, p<0,001); 19 para el ntimero de colores (IC95=12-26,

p<0,001); y 12 para la tarea incongruente (IC95=6-17, p<0,001). Los pacientes con
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cirrosis hepatica sin EHM también presentaron una velocidad del procesamiento
deficiente respecto a los controles pero menos agravada que en el caso de los pacientes
con EHM, con una diferencia de la media de aciertos en 45 segundos de: 10 para el
niamero de palabras (IC95=2-18, p=0,019); 8 para el nimero de colores (IC95=1-14,
p<0,030); y 6 para la tarea incongruente (IC95=1-10, p=0,016) (Figura 23). La media de
aciertos para el test de claves oral en el grupo de pacientes con EHM fue
significativamente inferior al de pacientes sin EHM (diferencia de las medias de -21;
[C95=15-26; p<0,001) y controles (diferencia de las medias -28; [C95=23-33; p<0,001)
(Figura 24).

Test de Stroop
150+
Il Control
* B Sin EHM
100 | [ B Con EHM

*

CVTet
R e
.
* oo
.
0- T IIL[]—II‘

T
Congruente Neutra Incongruente

Puntuacion

n
T

Figura 23. Numero de items completados (media + EEM) del test de Stroop en los grupos
del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
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Test orales
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Figura 24. Puntuacion (media = EEM) de los test orales en los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).

Para evaluar la atencion sostenida se utilizo el test d2. Los pacientes con EHM
mostraron un déficit en la capacidad de concentracion superior a pacientes sin EHM con
un menor numero de respuestas totales (diferencia de las medias de 93; IC95=50-135;
p<0,001) y de aciertos (diferencia de las medias de 47; 1C95=29-65; p<0,001) y un mayor
numero de errores por comision (diferencia de las medias de 7; [C95=1-14; p=0,027), con
una efectividad total de la prueba e indice de concentracion reducidos (diferencia de las
medias de 84, IC95=38-132, p=0,001 y 54, [C95=32-75, p<0,001; respectivamente). Los
pacientes sin EHM también mostraron una menor capacidad de atencion sostenida que

los controles pero menos marcada que en el grupo con EHM (Figura 25).
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Figura 25. Puntuacion (media = EEM) del test d2 en los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
Abreviaturas: TR: total de respuestas; TA: total de aciertos; O: omisiones; C: comisiones;
TOT: efectividad total de la prueba; CON: indice de concentracion.

Se evalud la memoria de trabajo con los test de digitos y letras y nimeros oral. Se
observo que los pacientes con EHM tenian un menor nimero de aciertos que los pacientes
sin EHM y éstos, a su vez, que los controles (Figura 24), de modo que, los pacientes con
EHM presentaron la mitad de aciertos que los controles en el test de letras y nimeros oral

con una media de 10 £ 0,36 y 5 £+ 0,54, respectivamente (diferencia de las medias de 5;

1C95=3-6; p<0,001).

Se realizo un analisis de correlacion entre el valor del PHES y el resultado de cada
uno de los test psicométricos (Tabla 17) observandose la mejor correlacion con el test de
claves oral (Figura 26) seguido de una correlacion positiva alta con la tarea congruente

del test de Stroop (Figura 27).
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Tabla 17. Andlisis de correlacion entre el PHES vy los test psicométricos.

Test r 1C95 p-valor
Test de Stroop
- Tarea congruente 0,785 0,691-0,853 <0.001
- Tarea neutra 0,720 0,604-0,738 <0.001
- Tarea incongruente 0,628 0,485-0,734 <0.001
- Interferencia -0,054 -0,257-0,154 0,613
Test d2
- TR 0,669 0,531-0,773 <0.001
- TA 0,663 0,524-0,769 <0.001
- 0 -0,053 -0,265-0,163 0,630
- C -0,439 -0,598- -0,249 <0,001
- TOT 0,611 0,456-0,730 <0,001
- CON 0,671 0,544-0,774 <0,001
Test de claves oral 0,813 0,729-0,872 <0.001
Test de digitos oral 0,502 0,332-0,641 <0,001
Test de letras y niimeros oral 0,627 0,480-0,739 <0.001

Abreviaturas: r: coeficiente de correlacion (Pearson); IC95: intervalo de confianza del 95%;
TR: total de respuestas; TA: total de aciertos; O: omisiones; C: comisiones; TOT: efectividad
total en la prueba; CON: indice de concentracion.
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Figura 26. Correlacion lineal entre el PHES y el test de claves oral.
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Figura 27. Correlacion lineal entre el PHES y la tarea congruente del test de Stroop.

Se realizaron curvas ROC y se calculé el AUROC con su IC95 para evaluar la

capacidad diagnostica de cada uno de los test (Tabla 18). Los test que mostraron un mejor

rendimiento para el diagndstico de la EHM fueron el test de claves oral seguido de la

tarea congruente del test de Stroop y del total de aciertos en el test d2 (Figura 28).

Tabla 18. AUROC de cada uno de los test psicométricos para el diagndstico de EHM.

Test AUROC
Test de Stroop
- Tarea congruente 0,888
- Tarea neutra 0,864
- Tarea incongruente 0,828
Test d2
- TR 0,809
- TA 0,870
- TOT 0,771
- CON 0,856
Test de claves oral 0,911
Test de digitos oral 0,728
Test de letras y nameros oral 0,778

1C95

0,809-0,968
0,781-0,966
0,722-0,934

0,685-0,932
0,764-0,975
0,641-0,901
0,746-0,965
0,842-0,980
0,602-0,85

0,657-0,899

p-valor

<0,001
<0,001
<0,001

<0,001
<0,001
0,001

<0,001
<0,001
0,002

<0,001

Abreviaturas: AUROC: area bajo la curva ROC; IC95: intervalo de confianza del 95%; TR:
total de respuestas; TA: total de aciertos; TOT: efectividad total en la prueba; CON: indice de

concentracion.

107



Maria Pilar Ballester Ferré

1.0 /
_I-'; ____Tarea congruente
Stroop
— Total aciertos d2
Test de claves oral
=]
i)
2
;é L1
i
3
wi 0,47
0,24
0,0 T T

0.0 0,2 E'.I4 D.IE 0.8 1.0
1 - Especificidad

Figura 28. Curva ROC de la tarea congruente en el test de Stroop, el total de aciertos en el
test d2 y el test de claves oral para el diagnostico de EHM.

Los puntos de corte por debajo de los cuales mejor se discriminaron pacientes con
EHM fueron: 39 aciertos en el test de claves oral (sensibilidad del 90% y especificidad
del 77%); 96 aciertos en la tarea congruente del test de Stroop (sensibilidad del 87% y
especificidad del 74%); y, 108 aciertos en total en el test d2 (sensibilidad del 83% y
especificidad del 84%).

Se analizaron factores clinicos y analiticos que pudieran interferir en el resultado de
los test psicométricos. Entre los pacientes con cirrosis hepatica se observo que la edad
tenia una correlacion negativa con la ejecucion del test de claves oral (r=-0,315; p=0,013)
y d2 (r=-0,320; p=0,018). El grupo de pacientes con cirrosis por el VHC obtuvo un mayor
nimero de aciertos en la tarea congruente del test de Stroop (106 + 4 vs 81 +4; diferencia
de las medias de 26; IC95=12-39; p<0,001) y en el test de claves oral (42 £3 vs 31 £ 2;
diferencia de las medias de 11; IC95=3-19; p=0,008). El tratamiento etioldgico de la
cirrosis también se asocid con un mayor nimero de respuestas en la tarea congruente del

test de Stroop (94 + 4 vs 69 £ 5; diferencia de las medias de 25; IC95=3-48; p=0,028).
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Contrariamente, los pacientes con EHGNA tenian un numero de aciertos totales menor
en el test d2 (76 + 25 vs 114 + 5; diferencia de las medias de 38; IC95=1-74; p=0,042) y
en el de claves oral (21 = 5 vs 35 £ 2; diferencia de las medias de 14; 1C95=2-27,
p=0,024). La DM vy el tratamiento con metformina mostraron una tendencia a una peor
ejecucion en el test d2 (97 + 10 vs 120 =+ 6; diferencia de las medias de 23; 1C95=-0,02-
46; p=0,050y 89 £ 15 vs 119 £ 5; diferencia de las medias de 30; IC95=-4-63; p=0,078).
El tratamiento diurético (furosemida y/o espironolactona) se asocio a una peor ejecucion
en el test de Stroop (79 * 4 vs 96; diferencia de las medias de 17; IC95=3-30; p=0,016),
el test d2 (95 + 9 vs 120 + 6; diferencia de las medias de 25; 1C95=3-47; p=0,029) y el
test de claves oral (27 £ 4 vs 37 + 2; diferencia de las medias de 10; 1C95=0,8-19;
p=0,0,33). La cirrosis descompensada también mostrd una relacién con un menor nimero
de aciertos en la tarea congruente del test de Stroop (75 + 4 vs 99 + 4; diferencia de las
medias de 24; 1C95=12-36; p<0,001), fundamentalmente en forma de ascitis (74 = 5 vs
99 + 4; diferencia de las medias de 24; 1C95=11-36; p<0,001) y PBE (62 + 11 vs 92 + 3;
diferencia de las medias de 29; IC95=6-53; p=0,015).

3.2. Funciones motoras

Se realizaron los test de coordinacion motora en pacientes y controles y se

compararon en funcion de la presencia de cirrosis y EHM (Tabla 19).

En ambos test, los pacientes con EHM necesitaron un tiempo significativamente
superior que los pacientes sin EHM (diferencia de las medias de 1,4 minutos, IC95=0,6-
2,2, p=0,001 para el test de coordinacion bimanual; y 1 minuto, IC95=0,5-1,4, p<0,001
para el test de coordinacion visomotora) y que los controles (diferencia de las medias de
1,7 minutos, 1C95=0,9-2,5, p<0,001 para el test de coordinacion bimanual; y 1,5 minutos,
1C95=1,1-1,9, p<0,001 para el test de coordinacidon visomotora) para completar la tarea

(Figura 29).

Posteriormente se realizd un analisis de correlacion que mostrd una correlacion

negativa alta entre el PHES y ambos test de coordinacion (Tabla 20).
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Tabla 19. Resultados de los test de coordinacion motora en los grupos del estudio.

Test psicométrico Controles Pacientes (n=63) p-valor (con
(n=30) Sin EHM Con EHM EHM vs sin
(n=31) (n=32) EHM)
Test de coordinacion 1,9 (0,03) 2,3 (0,1)*** 3,7 (0,4)*** 0,001
bimanual
Test de coordinacion 2,4 (0,1) 3 (0,1)*** 3,9 (0,2)***  <0.001
visomotora

*significacion estadistica vs control (¥*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Test de coordinacion

ac Ao Il Control

*kk xR

4- =1 Sin EHM
el = [ Con EHM
2-

1

0- 1

Bimanual Visomotora

Tiempo (min)

Figura 29. Tiempo (media + EEM) en minutos de los test de coordinacion en los grupos del
estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).

Tabla 20. Analisis de correlacion entre el PHES vy los test de coordinacion.

Test r 1C95 p-valor
Test de coordinacion -0,724 -0,810--0,610 <0,001
bimanual

Test de coordinacion -0,784 -0,853--0,687 <0.001
visomotora

Abreviaturas: r: coeficiente de correlacion (Pearson); IC95: intervalo de confianza del 95%
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Se realizaron curvas ROC y se calculé el AUROC con su IC95 observandose una
mejor precision para el diagndstico de EHM con el test de coordinacion bimanual (Tabla

21; Figura 30).

Tabla 21. AUROC de los test de coordinacion motora para el diagndstico de EHM.

Test AUROC 1C95 p-valor
Test de  coordinacion 0,869 0,778-0,960 <0,001
bimanual

Test de  coordinacion 0,798 0,686-0,911 <0,001
visomotora

Abreviaturas: AUROC: area bajo la curva ROC; IC95: intervalo de confianza del 95%.

Los puntos de corte por encima de los cuales mejor se discrimin6 pacientes con EHM
fueron: 2,6 minutos en el test de coordinacion bimanual (sensibilidad del 79% vy
especificidad del 81%); y, 3,2 minutos en el test de coordinacion visomotora (sensibilidad

del 71% y especificidad del 77%).

____Testde coordinacion
bimanual
Test de coordinacidn
visomotora

Sensibilidad

0,4 N

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1.0

1 - Especificidad

Figura 30. Curva ROC de los test motores para el diagndstico de EHM.
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4. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE AMONIO EN
SANGRE

Se calcularon los niveles de amonio en sangre periférica. La media en el grupo de
controles fue de 9,5 + 0,7 umol/L, mientras que la media en el grupo de pacientes fue de
33 =4 umol/L (p<0,001). Comparado con los controles, se observaron diferencias tanto
en el grupo de pacientes sin EHM con una media de 23 + 4 pmol/L (diferencia de las
medias de 14 = 4 umol/L; p=0,001) como con EHM con una media de 41 + 7 umol/L
(diferencia de las medias de 32 + 7 pumol/L; p<0,001); manteniéndose estas diferencias
significativas al comparar ambos grupos de pacientes con cirrosis (diferencia de las

medias de 18 = 8 umol/L; p=0,029) (Figura 31).

Niveles de amonio

o
*kk

o
T

e
T

w
T

*%

Amonio (umol/L)
N
o
1

-
o
1

1
Control Sin EHM Con EHM

Figura 31. Nivel de amonio (media £ EEM) en los tres grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; acap<0,001).

Se realiz6 un anélisis de correlacion entre los niveles de amonio y el PHES que mostro
una correlacion negativa moderada (r=-0,418; 1C95=-0,573- -0,234; p<0,001) (Figura
32).
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Figura 32. Correlacion lineal entre el PHES y el nivel de amonio en sangre.

Posteriormente, se evaluo la correlacion entre el amonio y los test psicométricos que
mostraron un mejor rendimiento diagnéstico, observandose una correlacion moderada-

baja (Tabla 22).

Tabla 22. Analisis de correlacion entre los test psicométricos y los niveles de amonio

en sangre.
Test de claves oral Tarea  congruente Total de aciertos del
del test de Stroop d2
r p-valor r p-valor r p-valor
Amonio -0,397 <0,001 -0,419 <0,001 -0,375 0,001

Abreviaturas: r: coeficiente de correlacion (Pearson).

Los niveles de amonio mostraron un AUROC para el diagnostico de EHM de 0,662
(1C=0,582-0,795; p=0,027).

Se analizaron factores clinicos y analiticos que pudieran interferir en los niveles de
amonio en sangre. En el grupo de pacientes con cirrosis hepdatica, no se encontraron
diferencias significativas en funcion de la edad (p=0,107), del sexo (p=0,085), de los
factores de riesgo cardiovascular: sindrome metabolico (p=0,269), HTA (p=0,917), DM
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(p=0,143) y DL (p=0,432); o de la presencia de comorbilidades: cardiopatia (p=0,765),
enfermedad pulmonar croénica (p=0,810) o enfermedad renal cronica (p=0,185). Tampoco
se encontraron diferencias acorde a la etiologia de la cirrosis: alcohol (p=0,571), VHC
(p=0,093), EHGNA (p=0,589) u otras (p=0,140); el tratamiento etioldgico (p=0,228), la
utilizacion de otros tratamientos: IBP (p=0,698); metformina (p=0,119); benzodiacepinas
(p=0,946); BBNC (p=0,893); norfloxacino (p=0,387) o lactulosa (p=0,606); el grado de
funcion hepatica: Child-Pugh (p=0,579) o MELD (p=0,204); o la mayoria de las
descompensaciones previas: HDA (p=0,491); PBE (p=0,435); SHR (p=0,533) o fallo
hepatico agudo sobre cronico (ACLF -acute-on-chronic liver failure-) (p=0,707). Si que
se encontraron niveles superiores de amonio en pacientes con HTP (media de 34 + 4 vs
10 = 2 umol/L; diferencia de las medias de 24 umol/L; 1C95=15-33; p<0,001), ascitis
(media de 41 £ 6 vs 25 = 5 umol/L; diferencia de las medias de 16 umol/L; 1C95=0,4-3;
p=0,044) y utilizacion de diuréticos (media de 43 + 7 vs 22 + 4 umol/L; diferencia de las
medias de 22; IC95=7-36; p=0,0006).

De forma similar, el nivel de amonio en sangre periférica mostré una correlacion
negativa moderada con el nivel de albimina (r=-0,430; p<0,001) (Figura 33) y de
plaquetas (r=-0,491; p<0,001) (Figura 34); sin relacién significativa con otros valores

analiticos.

200+
r=-0,430; p<0,001

150 °
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Figura 33. Correlacion lineal entre el nivel de amonio y de albumina en sangre.
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Figura 34. Correlacion lineal entre el nivel de amonio y de plaquetas en sangre.
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S. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES
INMUNITARIAS

5.1. Estudio del inmunofenotipo

Se realizo el estudio de las poblaciones leucocitarias y se observd que los pacientes
con cirrosis hepatica presentaban, en forma de tendencia, un niimero total de leucocitos
en sangre periférica inferior a los controles (media de 5,5 + 3 vs 6,8 = 0,7 x 10°/L,
respectivamente; diferencia de las medias de 1,3 + 0,7 x 10°/L, IC95=0,1-2,6; p=0,065).
No se observaron estas diferencias entre los grupos de pacientes con y sin EHM (media
de 5,4 £ 0,4 vs 5,7 + 0,5 x 10°/L, respectivamente; diferencias de las medias de 0,3 + 0,6

x 10°/L, 1C95=-0,8-1,5, p=0,566).

Asimismo, los pacientes con cirrosis hepatica presentaron, respecto a los controles,
un porcentaje reducido de monocitos cléasicos antiinflamatorios (CD14++CD16-), y un
porcentaje aumentado de monocitos intermedios proinflamatorios (CD14++CD16+);

mas marcados en el caso de pacientes con EHM (p<0,001) (Tabla 23, Figura 35).

La presencia de EHM se relacion6 con un aumento en el porcentaje de linfocitos T
autorreactivos (CD4+CD28-) y un descenso en el porcentaje de linfocitos T no

autorreactivos (CD4+CD28+) (Tabla 23, Figura 36).
También se observo que pacientes con EHM presentaban, respecto a los pacientes sin

EHM vy a los controles, un mayor porcentaje de linfocitos T CD4+ activados (CD69),

tanto autorreactivos como no autorreactivos (Tabla 23, Figura 37).
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Tabla 23. Poblaciones leucocitarias en sangre periférica en los grupos del estudio.

Poblacion leucocitaria Controles Pacientes (n=63)
(n=30) Sin EHM Con EHM
(n=31) (n=32)

Monocitos (%)

- Clasicos 90,3 (0,8) 86,7 (0,7)** 84,5 (1,1)***

- Intermedios 4,1(0,3) 7,0 (0,5)*** 8,8 (0,6)***

- Alternativos 2,4 (0,4) 2,6 (0,4) 2,9 (0,3)
Linfocitos T (%)

- Autorreactivos 15,4 (2,7) 20,2 (2,8) 41,6 (4,6)***/aca

- No autorreactivos 84,6 (3,8) 78,1 (3,4) 61,2 (4,5)**/aa
Linfocitos T activados (%) 0,9 (0,1) 1,1 (0,1) 2,2 (0,3)***/aaa

- Autorreactivos 0,5 (0,1) 0,7 (0,2) 1,6 (0,4)**/a

- No autorreactivos 0,8 (0,1) 1,1 (0,1) 1,8 (0,3)*/a

Los valores se expresan como media (EEM).
*significacion estadistica vs control (¥*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).

Monocitos
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Figura 35. Porcentaje de monocitos (media £ EEM) clasicos, intermedios y alternativos en
los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
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Figura 36. Porcentaje de linfocitos T (media = EEM) autorreactivos (CD4+CD28-) y no
autorreactivos (CD4+CD28+) en los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
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Figura 37. Porcentaje de linfocitos T (media = EEM) activados (CD69+) totales,
autorreactivos (CD4+CD28-) y no autorreactivos (CD4+CD28+) en los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
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5.2. Determinacion de citocinas en suero

En pacientes con cirrosis hepatica, la determinacion de citocinas en suero mostrd unos
niveles superiores de IL-6 (p<0,001), IL-18 (p=0,002), IL-15 (p=0,013), IL-17 (p=0,007),
IL-21 (p<=0,014), IL-22 (p<0,001), CXCL13 (p<0,001), CX3CL1 (p<0,001) y CCL20
(p<0,001) comparado con el grupo de controles. No obstante, los pacientes sin EHM, a
diferencia del grupo con EHM, no presentaron un aumento significativo de IL-22 respecto
a los controles (p=0,084). Se observaron también diferencias entre los grupos de pacientes
con y sin EHM en los niveles de CXCL13 (p=0,004) y CX3CL1 (p=0,004) (Tabla 24,
Figuras 38 y 39).

Tabla 24. Niveles de citocinas en suero en los grupos del estudio.

Citocinas Controles Pacientes (n=63)

(n=30) Sin EHM Con EHM

(n=31) (n=32)

IL-6 0,9 (0,1) 2,0 (0,2)*** 2,2 (0,3)***
IL-18 152 (12) 207 (22)* 229 (25)**
IL-15 2,9 (0,1) 3,3(0,1)* 3,4 (0,1)*
IL-17 1,3 (0,1) 2,3 (0,4)* 2,7 (0,4)**
1L-21 155 (14) 237 (33)* 439 (143)
1L-22 57 (2,5) 63 (2,6) 99 (6,8)***/ aaa
CXCL13 59 (2,0) 115 (6,7)*** 155 (13)***/ aa
CX3CL1 0,6 (0,03) 0,7 (0,04)** 0,9 (0,1)***/ aa
CCL20 8,9 (0,9) 64 (8,8)*** 79 (11)***

Los valores se expresan como media (EEM) en pg/mL para todas excepto CX3CL1 en ng/mL.
*significacion estadistica Vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).

119



Maria Pilar Ballester Ferré

Citocinas

800-
=5 Il Control
£ y
§_w 600- 1 Sin EHM
= E Con EHM
S
2 400-
(2] _— *
' = * oo
Q L *kk
L 200- - 2&3 Kk
.g Sk *kk
4

0= 1 1
IL-18 IL-21 IL-22 CXCL13 CCL20

Figura 38. Niveles de citocinas (media £ EEM) en pg/mL en los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (¥*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
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Figura 39. Niveles de citocinas (media + EEM) en pg/mL para IL-6, IL-15 e IL-17 y en
ng/mL para CX3CL1 en los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).

Se realiz6 un analisis de correlacion entre el PHES y los niveles de citocinas en suero
(Tabla 25). A su vez, se analizo la correlacion entre los niveles de citocinas y los test

psicométricos que mostraron un mejor rendimiento diagndstico (Tabla 26).

120



Resultados

Tabla 25. Andlisis de correlacion entre el PHES y los niveles de citocinas en suero.

Citocinas

IL-6
IL-18
IL-15
IL-17
IL-21
1L-22
CXCL13
CX3CL1
CCL20

r

0,215
0,177
0,138
-0,345
0,151
-0,638
0,612
-0,370
-0,357

p-valor

0,039
0,090
0,333
0,001
0,167
<0,001
<0,001
<0,001
0,001

Abreviaturas: r: coeficiente de correlacion (Pearson).

Tabla 26. Analisis de correlacion entre los test psicométricos y los niveles de

citocinas en suero.

Citocinas

IL-6
IL-18
IL-15
IL-17
IL-21
IL-22
CXCL13
CX3CL1
CCL20

Test de claves oral

r

-0,298
-0,185
-0,159
-0,236
-0,139
-0,436
-0,523
-0,418
-0,336

p-valor

0,004
0,078
0,265
0,023
0,208
<0,001
<0,001
<0,001
0,001

Tarea  congruente
del test de Stroop

r p-valor
-0,290 0,005
-0,263 0,012
-0,017 0,908
-0,223 0,033
-0,230 0,037
-0,519 <0,001
-0,507 <0,001
-0,356 0,001
-0,298 0,005

Total de aciertos del

d2
r

-0,254
-0,141
-0,503
-0,088
0,018

-0,350
-0,375
-0,312
-0,314

p-valor

0,020
0,201
0,001
0,428
0,876
0,001
0,001
0,004
0,004

Las citocinas que mostraron una mejor correlaciéon con el PHES fueron la IL-22 (r=-

0,638; p<0,001) y el CXCLI13 (r=-0,612; p<0,001) de modo que, niveles crecientes de

estas citocinas en suero se asociaron con una disminucion en el PHES. LLa misma relacion

se observd entre los niveles de citocinas y la ejecucion de otros test psicométricos

centrados en evaluar alteraciones neurologicas concretas.
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A continuacién, se analiz6é el rendimiento de cada una de las citocinas para el

diagnéstico de la EHM (Tablas 27).

Tabla 27. AUROC de las diferentes citocinas para el diagnoéstico de EHM.

Citocinas AUROC 1C95 p-valor
IL-6 0,525 0,376-0,674 0,731
IL-18 0,501 0,354-0,648 0,989
IL-15 0,541 0,359-0,724 0,700
IL-17 0,608 0,466-0,750 0,141
1L-21 0,468 0,303-0,633 0,690
1L-22 0,867 0,760-0,975 <0,000
CXCL13 0,732 0,576-0,888 0,010
CX3CL1 0,701 0,569-0,833 0,006
CCL20 0,584 0,438-0,730 0,264

Abreviaturas: AUROC: area bajo la curva ROC; IC95: intervalo de confianza del 95%.

Nuevamente, la IL-22 mostrd la mejor AUROC para el diagndstico de EHM de forma
que niveles superiores a 79,5 pg/mL permitieron discriminar la presencia de EHM con

una sensibilidad del 85% y una especificidad del 87%.

Se analizaron factores clinicos y analiticos que pudieran interferir en los niveles de
IL-22 en sangre. No se encontraron diferencias significativas en funcion de la edad
(p=0,670), del sexo (p=0,138), de los factores de riesgo cardiovascular: sindrome
metabolico (p=0,645), HTA (p=0,325), DM (p=0,913) y DL (p=0,886); o de la presencia
de comorbilidades: cardiopatia (p=0,938), enfermedad pulmonar cronica (p=0,181) o
enfermedad renal cronica (p=0,116). Los pacientes con cirrosis por el VHC presentaron,
en forma de tenencia, niveles inferiores de IL-22 (70 = 5 vs 84 £ 5 pg/mL; p=0,054)
mientras que los pacientes con EHGNA presentaron niveles superiores (103 + 13 vs 78 +
4 pg/mL; p=0,090). El tratamiento etioldgico de la cirrosis también mostrd una tendencia
a presentar niveles inferiores de IL-22 (76 £ 5 vs 102 + 9 pg/mL; 0,063). En cuanto a
otros tratamientos, se observaron niveles superiores de IL-22 en pacientes que tomaban
norfloxacino como profilaxis de la PBE (119 + 18 vs 77 = 4 pg/mL; p=0,004), sin
diferencias significativas con la administracion de otros farmacos. No se observo relacion
entre los niveles de IL-22 y el grado de funcion hepatica: Child-Pugh (p=0,303) o MELD

(p=0,341), aunque si se vieron niveles superiores de esta citocina en pacientes con cirrosis
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descompensada (91 = 7 vs 70 + 4 pg/mL; p=0,012), a expensas de ascitis (90 + 8 vs 73 +
4; p=0,065) y fundamentalmente PBE (109 + 14 vs 78 + 4; p=0,035). No se observo
ninguna correlacion entre los niveles de IL-22 y otras variables analiticas excepto con los
niveles de amonio (r=0,256; p=0,016). Los pacientes con niveles de amonio por encima
del limite superior de la normalidad (>32 pmol/L), presentaron valores de IL-22
superiores a los pacientes con niveles de amonio en rango (<32 umol/L) (media de 82 +

7vs 69 £ 3; p=0,071).

Se realizé un analisis multivariante incluyendo la IL-22 y el amonio, manteniéndose
unicamente los niveles ascendentes de IL-22 como factor independiente de EHM
(OR=1,054; 1C95=1,023-1,086; p=0,001 para la IL-22; OR=1,025, 1C95=0,997-1,053;
p=0,077 para el amonio).

5.3. Analisis de factores de transcripcion

El andlisis de los factores de transcripciéon demostrd que los pacientes con cirrosis
hepatica presentaban una mayor expresion de los genes AHR (p=0,009) y TBX21
(p=0,015) respecto a los controles; siendo para el gen AHR a expensas del grupo con
EHM. No se observaron diferencias significativas entre pacientes con cirrosis y controles
en la expresion de BCL6 (p=0,104), GATA3 (p=0,308) o RORC (p=0,217) (Tabla 28,
Figura 40).

Tabla 28. Expresion de factores de transcripcion caracteristicos de subpoblaciones

de linfocitos T en los distintos grupos del estudio.

Factor de transcripcion Controles Pacientes (n=63)

(n=30) Sin EHM Con EHM

(n=31) (n=32)

BCL6 1,0 (0,1) 0,8 (0,1)* 0,9 (0,1)
AHR 0,9 (0,1) 1,0 (0,1) 1,4 (0,2)**/a
TBX21 1,1 (0,1) 1,4 (0,1)* 1,4 (0,1)*
GATA3 1,1 (0,1) 1,0 (0,1) 1,0 (0,1)
RORC 1,0 (0,1) 0,9 (0,1) 0,8 (0,1)

Los valores se expresan como media (EEM).
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
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Figura 40. Grado de incremento en la expresion (media £ EEM) de factores de
transcripcion caracteristicos de subpoblaciones de linfocitos T en los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).

Se realiz6 una correlacion entre el PHES y los factores de transcripcion (Tabla 28).
Unicamente el AHR, caracteristico de los linfocitos Th22, mostr6é una tendencia sin

alcanzar la significacion estadistica (Tabla 29).

Tabla 29. Andlisis de correlacion entre el PHES y los niveles de expresion de factores

de transcripcion caracteristicos de subpoblaciones de linfocitos T.

Factor de transcripcion r p-valor
BCL6 0,035 0,765
AHR -0,226 0,081
TBX21 -0,195 0,114
GATA3 0,046 0,704
RORC 0,109 0,359

Abreviaturas: r: coeficiente de correlacion (Pearson).
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5.4. Determinacion de niveles de IgG

Se determinaron los niveles de IgG en plasma, y se observod que, en global los
pacientes con cirrosis hepatica presentaban niveles superiores a los controles (media de
136 £ 12 vs 99 £ 2, respectivamente; diferencia de las medias de 38; 1C95=12-64;
p=0,007); a expensas del grupo de pacientes con EHM (media de 155+ 12 vs 89 £ 20 en
pacientes sin EHM; diferencia de las medias de 66; [C95=17-114; p=0,011) (Figura 41).
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Figura 41. Porcentaje de variacion en los niveles de IgG en plasma (media + EEM)
respecto a los controles en pacientes con y sin EHM.
*significacion estadistica vs control (¥*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
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6. EVOLUCION CLINICA Y ANALITICA

Se realiz6 un seguimiento de los pacientes con cirrosis hepatica con una pérdida
(1,6%) en el grupo de pacientes con EHM y 12 fallecimientos: 8 (25%) en el grupo con
EHM y 4 (13%) en el grupo sin EHM (OR=2,3; 1C95=0,6-8,4; p=0,222) a lo largo del
estudio. Las medias de supervivencia en los pacientes con y sin EHM fueronde 59 £5y
53 £ 3 meses, respectivamente, sin diferencias significativas (log-rank 1,288; p=0,256)

(Figura 42).
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Figura 42. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de los pacientes con y sin EHM.

A lo largo del seguimiento un total de 10 pacientes desarroll6 algiin episodio de EHC:
8 (26%) en el grupo de pacientes con EHM y 2 (7%) en el grupo sin EHM (OR=5,043;
1C95=1,02-26,1; p=0,038); la mayoria debido a infecciones bacterianas, alteraciones

hidroelectroliticas o estrefiimiento. El tiempo hasta la aparicion del episodio de EHC
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también fue inferior en el grupo de pacientes con EHM (media de 48 + 4 vs 56 & 2 meses

en el grupo sin EHM; Log-rank 4,672; p=0,031) (Figura 43).

La probabilidad acumulada de desarrollo de EHC fue del 7%, 20% y 53% al afio, 2 y
5 afos, respectivamente, en el grupo de pacientes con EHM. En el grupo de pacientes sin
EHM, la probabilidad acumulada durante el primer afio fue del 7%, manteniéndose

estable a lo largo de los siguientes 5 afos.
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Figura 43. Curva de Kaplan-Meier con la probabilidad y el tiempo hasta el desarrollo de

encefalopatia hepética clinica en los pacientes con y sin EHM.

No se observaron diferencias entre ambos grupos de pacientes con y sin EHM en
cuanto al desarrollo de otras descompensaciones (p=0,275), trombosis portal (p=0,672) o

CHC (p=0,473) a lo largo del seguimiento.

Tampoco se observaron diferencias significativas entre los pacientes con y sin EHM
en la evolucion de los pardmetros analiticos a los 3, 6 y 12 meses del inicio del estudio

(Tabla 30).
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Tabla 30. Evolucion analitica de los pacientes con y sin EHM a los 3, 6 y 12 meses

del inicio del estudio.

Variable 3 meses 6 meses 12 meses
Sin EHM Con EHM Sin EHM Con EHM Sin EHM Con EHM
(n=30) (n=31) (n=29) (n=28) (n=28) (n=26)
Glucemia (mg/dL) 112 (6) 133 (12) 116 (9) 141 (13) 113 (8) 133 (13)
Parametros
nutricionales
- Col (mg/dL) 170 (12) 179 (6) 165 (9) 183 (8) 163 (12) 170 (9)
-  Tg(mg/dL) 100 (14) 112 (12) 120 (20) 112 (12) 123 (25) 96 (10)
- Prot (g/dL) 7,3 (0,2) 7,4 (0,1) 7,4 (0,2) 7,0 (0,4) 7,5 (0,1) 7,4 (0,1)
Funcion renal
- Urea(mg/dL) 33 (4) 38 (4) 34 (3) 32 (3) 38 (4) 36 (4)
- Creatinina 0,8 (0,06) 0,8(0,03) 0,9(0,08 0,8(0,04) 09(0,07) 09(0,1)
(mg/dL)
- Sodio (mEg/L) @ 139 (0,8) 139 (0,7) 139 (1) 139 (0,9) 140 (1) 139 (0,6)
Enzimas hepaticas
- AST (U/L) 61 (14) 42 (4) 43 (4) 43 (4) 39 (4) 39 (3)
- ALT (U/L) 42 (6) 31(2) 34 (3) 31 (3) 28 (3) 27 (2)
- GGT (U/L) 124 (21) 76 (10) 95 (17) 76 (9) 92 (15) 73 (12)
- FA (mU/mL) 130 (14) 131 (10) 102 (8) 125 (13) 111 (11) 135 (15)
Funcion hepatica
- Bil (mg/dL) 1,4 (0,2) 1,7 (0,4) 1,2 (0,2) 1,5 (0,3) 1,1 (0,2) 1,4 (0,2)
- Alb(g/dL) 3,8 (0,1) 3,7(0,1) 3,9 (0,1) 3,7 (0,1) 4,0 (0,2) 3,7(0,1)
- INR 1,2(0,04) 1,2(0,04) 1,2(0,05) @ 1,3(0,05) 1,2(0,04) 1,6(0,3)
Hemograma
- Leuc (x10°/L)  53(0,5) 4,8 (0,3) 5,4 (0,4) 5,5(0,4) 5,8 (0,5) 5,8 (0,6)
- Hgb (g/dL) 13,0 (0,6) 13,2(04) 13,7(0,4) 13,4(0,4) 13,7(0,5) 13,01 (0,6)
- Plaq (x10°/L) 107 (11) 105 (9) 111 (10) 117 (10) 126 (13) 117 (14)
Los valores se expresan como media (error estandar de la media).
asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
Abreviaturas: Col: colesterol; Tg: triglicéridos; Prot: proteinas; AST: aspartato

aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transferasa; FA:
fosfatasa alcalina; Bil: bilirrubina; Alb: albumina; INR: ratio internacional normalizado; Leuc:
leucocitos; Hgb: hemoglobina; Plaq: plaquetas.
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7. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON RIFAXIMINA

Todos los pacientes con EHM recibieron tratamiento con rifaximina 400mg/8h via
oral y se repitieron el PHES. A los 3 meses del tratamiento, 21 (66%) pacientes fueron
respondedores acorde con el PHES. De estos, 12 (57%) presentaron una respuesta total y
9 (43%) parcial. Ninguno de los pacientes con EHM no respondedores a los 3 meses,
mejord el PHES a los 6 ni a los 12 meses. De los respondedores, 5 (24%) empeoraron el

PHES a los 6 y/o 12 meses, todos respondedores parciales a los 3 meses (Figura 44).

Basal

3 meses

6/12 meses

Figura 44. Flujo de respuesta al tratamiento con rifaximina a los 3, 6 y 12 meses.

La media del PHES en el grupo de pacientes respondedores fue de -7,3 £ 0,7, -3,2 +
0,3,-3,3+0,6 y-3,2+0,4, al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses. En el grupo
de no respondedores, la media del PHES fue de -8,7 + 1,1, -8,3 + 0,9, -10,5 £ 0,9 y -8,3

+ 3, basal, a los 3, 6 y 12 meses, respectivamente (Figura 45).

La duraciéon media del tratamiento fue de 20 + 3 meses. Se registraron efectos
adversos en 4 (14%) pacientes (2 cefaleas, 1 mareo y 1 agresividad). Se retird el fArmaco

en tres de los casos (2 no respondedores y 1 respondedor) con mejoria sintomética y se
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mantuvo en uno de los pacientes con cefalea (respondedor) en el que se pudo controlar

los sintomas con analgesia convencional.
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Figura 45. Valores del PHES (media + EEM) en los pacientes respondedores y no
respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.

Un 72% de pacientes fueron adherentes al tratamiento. La adherencia se relaciond
con la respuesta en global (78% vs 29% en adherentes y no adherentes; OR=8,8;
1C95=1,2-63.,4; p=0,021) y con la respuesta total (44% vs 0%; OR=1,8; I1C95=1,2-2,7;
p=0,032).

7.1. Factores clinicos y analiticos.

Se analizaron los factores clinicos en funcion de la respuesta al tratamiento y se
observo que la mayor edad, los factores de riesgo cardiovascular y la cirrosis por EHGNA

se asociaban a una peor respuesta a la rifaximina (Tabla 31).

No se observaron diferencias en la aparicion de EHC (p=0,610), otras
descompensaciones de la cirrosis (p=0,283), trombosis portal (p=1,000) o CHC (p=1,000)
entre los grupos de pacientes respondedores y no respondedores a lo largo del

seguimiento.
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Tabla 31. Factores clinicos comparados segun la respuesta a la rifaximina.

Variable Respondedor No respondedor p-valor
(n=21) (n=11)
Edad (afios), media (EEM) 60 (2) 67 (2) 0,012
Sexo M/F, n (%) 18 (86)/3 (14) 9 (82)/2 (18) 1,000
FRCV, n (%)
- Sindrome metabdlico 2 (10) 5(50) 0,026
- HTA 4 (20) 6 (60) 0,045
- DM 7 (33) 9 (90) 0,006
- DL 4 (20) 4 (40) 0,384
Comorbilidades, n (%)
- Cardiopatia 1(5) 1 (10) 1,000
- Enfermedad pulmonar 2(11) 3 (33) 0,295
- Enfermedad renal créonica = 0 (0) 2 (20) ---
Edad al diagnéstico de la 50 (3) 62 (6) 0,070

cirrosis, media (EEM)
Etiologia de la CH, n (%)

- Alcohol 12 (57) 5 (46) 0.529
- VHC 4(19) 1(9) 0,637
- EHGNA 0(0) 5 (46) 0,002
- Otras® 5(24) 0 (0) 0,138
Tratamiento etiologico, n (%) 12 (80) 4 (67) 0,598
Otros tratamientos, n (%)
- IBP 7 (35) 6 (54) 0,449
- Metformina 3 (15) 6 (60) 0,030
- Benzodiacepinas 3(15) 2 (20) 1,000
- BBNC 525 2 (20) 1,000
- Diuréticos 11 (55) 6 (60) 1,000
- Norfloxacino 3(15) 1(10) 1,000
- Lactulosa 2 (10) 2 (20) 0,584
Hipertension portal, n (%) 15 (79) 10 (100) 0,268
Child-Pugh, n (%) 0,395
- A 11 (52) 8 (73)
- B 9 (43) 2 (18)
- C 1(5) 1(9)
MELD, media (EEM) 10 (1) 10 (1) 0,795
Descompensaciones, n (%) 14 (67) 7 (64) 1,000
Trombosis portal, n (%) 3 (10) 3 (10) 1,000

AVHB, colangitis biliar primaria, autoinmune, hemocromatosis o cirrosis criptogénica.
Abreviaturas: EEM: error estandar de la media; M/F: masculino/femenino; HTA:

hipertension arterial; DM: diabetes mellitus; DL: dislipemia; EHGNA: enfermedad hepatica grasa
no alcohdlica; VHC: virus de la hepatitis C; IBP: inhibidores de la bomba de protones; BBNC:
beta-bloqueantes no cardioselectivos.
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Aunque de forma no significativa, el Child-Pugh empeor6 en el grupo de pacientes
no respondedores a lo largo del seguimiento con una media de 6,4 + 0,6, 6,7 £0,7, 7,1 £
0,7 y 6,5 £ 0,5, basal, a los 3, 6 y 12 meses, respectivamente (Figura 46). El MELD
presentd una evolucion similar con medias de 9,9 + 1, 10,7+ 1, 11,3+ 1, 11,5 £ 1, basal,

alos 3, 6 y 12 meses (Figura 47).
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Figura 46. Valores del Child-Pugh (media + EEM) en los pacientes respondedores y no
respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; ®p<0,01; “°p<0,001); "significacion estadistica
vs respondedor (*p<0,05; ®p<0,01; *¥p<0,001).

154
Il Basal
1 3 3 meses
T as 1
a 10+ [ 6 meses
o [ 12 meses
=
5_
0- T 1
Respondedor No respondedor

Figura 47. Valores del MELD (media = EEM) en los pacientes respondedores y no
respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
asigniﬁcacién estadistica Vs basal (6p<0,05; aap<0,01; aaap<0,001); Bsigniﬁcacién estadistica
vs respondedor (*p<0,05; *p<0,01; *¥p<0,001).
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Se analizaron los parametros analiticos al inicio del estudio y a lo largo del
seguimiento en funcidon de la respuesta terapéutica. Los pacientes no respondedores
presentaron niveles superiores de glucemia en ayunas. No se observaron otras diferencias

significativas entre ambos grupos (Tabla 32 y 33).

Tabla 32. Valores analiticos comparados segun la respuesta a la rifaximina.

Variable Respondedor No respondedor  p-valor
(n=21) (n=11)
Glucemia (mg/dL) 104 (6) 142 (14) 0,006
Parametros nutricionales
- Col (mg/dL) 179 (6) 170 (12) 0,313
- Tg(mg/dL) 112 (12) 100 (14) 0,185
- Prot(g/dL) 7,4 (0,1) 7,3 (0,2) 0,510
Funcion renal
- Urea (mg/dL) 33 (3) 41 (4) 0,063
- Creatinina (mg/dL) 0,8 (0,04) 0,9 (0,09) 0,344
Enzimas hepaticas
- AST (U/L) 43 (5) 34 (5) 0,257
- ALT (U/L) 33(3) 28 (3) 0,338
- GGT (U/L) 81 (10) 78 (21) 0,895
- FA (mU/mL) 142 (15) 115 (18) 0,251
Funcion hepatica
- Bil (mg/dL) 1,9 (0,6) 1,3 (0,3) 0,447
- Alb(g/dL) 3,7 (0,1) 3,8 (0,2) 0,719
- INR 1,2 (0,1) 1,1 (0,1) 0,213
Hemograma
- Leuc (x10°/L) 4,8 (0,3) 5,3 (0,5) 0,809
- Hgb (g/dL) 13,2 (0,4) 13,0 (0,6) 0,883
- Plaq (x10°/L) 105 (9) 107 (11) 0,937

Los valores se expresan como media (error estandar de la media).

Abreviaturas: Col: colesterol; Tg: triglicéridos; Prot: proteinas; AST: aspartato
aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transferasa; FA:
fosfatasa alcalina; Bil: bilirrubina; Alb: albimina; INR: ratio internacional normalizado; Leuc:
leucocitos; Hgb: hemoglobina; Plaq: plaquetas.
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Tabla 33. Valores analiticos a los 3, 6 y 12 meses del tratamiento con rifaximina en

los grupos de pacientes respondedores y no respondedores.

Variable

Glucemia (mg/dL)
Parametros nutricionales

- Col (mg/dL)

- Tg(mg/dL)

- Prot (g/dL)
Funcién renal

- Urea (mg/dL)

- Creatinina (mg/dL)
Enzimas hepaticas

- AST (U/L)

- ALT (U/L)

- GGT (U/L)

-  FA (mU/mL)
Funcion hepatica

- Bil (mg/dL)

- Alb(g/dL)

- INR
Hemograma

- Leuc (x10°/L)

- Hgb (g/dL)

- Plaq (x10°/L)

3 meses
Resp
(n=21)
108 (9)

181 (8)
93 (7)
7.4 (0,1)

34 (4)
0,8 (0,06)

48 (5)
34 (3)
76 (12)
148 (13)

1,9 (0,6)
3,7(0,1)
1,2 (0,05)

4,8 (0,4)
13,5 (0,5)
105 (12)

No resp
(n=11)
164 (15)™

175 (12)
149 (28)
7.4 (0,1)

47 (8)
0,9 (0,15)

34 (3)
26 (3)
76 (16)
100 (14)

1,4 (0,3)
3,7(0,2)
1,2 (0,07)

4,6 (0,5)
12,5 (0,7)
107 (17)

6 meses

Resp No resp
(n=19) (n=9)

110 (10) 179 (14)™

183 (8) 165 (9)
112 (12) 120 (20)"
7,0 (0,4)  7,4(02)

29 (3) 38 (7)
0,8 (0,05) 1,1(0,2)

45 (6) 39 (5)
33 (4) 27 (2)
71 (9) 89 (22)
132 (15) 108 (24)

1,50,4) 1,5(04)
3,7(0,1)  3,7(0,3)
1,3(0,07) 1,2 (0,05)

5,4(0,5)  5,7(0,6)
13,9 (0,5) 12,8 (0,6)
114 (13)  122(15)

Los valores se expresan como media (error estandar de la media).
asigniﬁcaci(')n estadistica vs basal (5p<0,05; ‘%}p<0,01; 838p<0,001); Bsigniﬁcacic')n estadistica
vs respondedor (*p<0,05; *p<0,01; *¥p<0,001).
Abreviaturas: Resp: respondedor; Col: colesterol; Tg: triglicéridos; Prot: proteinas; AST:
aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamil transferasa;
FA: fosfatasa alcalina; Bil: bilirrubina; Alb: albumina; INR: ratio internacional normalizado;
Leuc: leucocitos; Hgb: hemoglobina; Plaq: plaquetas.

12 meses
Resp

(n=18)
116 (12)

174 (14)
84 (6)
7,3 (0,2)

31(2)
0,8 (0,1)

41 (5)
29 (3)
61 (10)
143 (20)

1,4 (0,2)
3,8 (0,2)
1,8 (0,5)

5,9 (0,9)
13,5 (0,8)
127 (19)

No resp
(n=8)
136 (8)

161 (11)
116 (25)
7,5 (0,1)

45 (9)
1,1(0,2)

37 (5)
24 (2)
89 (24)
124 (22)

1,4 (0,2)
3,6 (0,2)
1,3 (0,1)

5,7 (1)
12,6 (0,8)
101 (18)

No se observaron diferencias en la supervivencia entre ambos grupos de respuesta

terapéutica (Log-rank 0,870; p=0,251) con una media de 56 meses en ambos grupos.
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7.2. Funciones cognitivas y motoras.

Se compararon los test psicométricos en funcion de la respuesta al tratamiento. No se
observd que el valor del PHES al inicio del tratamiento influyera en la respuesta
terapéutica (-7,3 = 0,7 en pacientes respondedores vs -8,7 + 1,1 en pacientes no
respondedores; p=0,281). Si que se observd que pacientes respondedores, tenian una
mejor ejecucion en el test d2 en cuanto al total de respuestas, total de aciertos y efectividad

total de la prueba, en el test de claves oral y en los test de coordinacion (Tabla 34).

Tabla 34. Test psicométricos comparados segun la respuesta a la rifaximina.

Variable Respondedor No respondedor | p-valor
(n=21) (n=11)
TEST COGNITIVOS
Test de Stroop
- Tarea congruente® 73 (5) 67 (7) 0,531
- Tarea neutra® 58 (3) 51 (3) 0,204
- Tarea incongruente® 31 (3) 25(2) 0,155
- Interferencia® -1,4 (3) -3,8(2) 0,613
Test d2
- TR 269 (19) 188 (26) 0,024
- TA 93 (8) 60 (13) 0,037
- 0 22 (6) 19 (6) 0,764
- C 10 (4) 12 (5) 0,807
- TOT¢ 237 (18) 161 (29) 0,032
- CON* 83 (10) 49 (14) 0,068
Test de claves oral 29 (2) 18 (3) 0,012
Test de digitos oral 11 (0,7) 9(0,7) 0,095
Test de letras y nimeros oral 6 (0,9) 4 (0,8) 0,123
TEST MOTORES
Coordinacion bimanual 3,0 (0,2) 4,7 (0,8) 0,070
Coordinacion visomotora 3,5(0,2) 4,5 (0,3) 0,005

Los valores se expresan como media (error estandar de la media).

*niimero de palabras, ®nimero de colores, ‘nimero de items, Yvalor calculado.

Abreviaturas: TR: total de respuestas; TA: total de aciertos; O: omisiones; C: comisiones;
TOT: efectividad total en la prueba; CON: indice de concentracion.
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La media del PHES pas6 de -7,3 £ 0,7 a-3,2 £ 0,3 a los 3 meses del tratamiento en el

grupo de pacientes respondedores. En los no respondedores, permanecié en -8,3 £+ 0,9

hasta los 12 meses del tratamiento. Se analizo la evolucion de las distintas alteraciones

neuroldgicas evaluadas por los test psicométricos especificos, en ambos grupos de

respuesta al tratamiento (Tabla 35).

Tabla 35. Test psicométricos a lo largo del seguimiento en ambos grupos.

Variable 3 meses
Resp
(n=21)
TEST COGNITIVOS
Test de Stroop
- Tarea congruente® 80 (5)
- Tarea neutra® 63 (3)
- Tarea incongruente® 35 (2)
- Interferencia® 0,3 (2)
Test d2
- TR 307 (18)
- TA 111 (9)
- 0 20 (4)
- C 3(1Y
- TOT¢ 284 (19)°
- CON! 108 (19)°
Test de claves oral 33 (2)
Test de digitos oral 11 (0,9)

Test de letras y numeros 7 (0,9)
oral
TEST MOTORES

Coordinacion bimanual 2,6 (0,1)%

Coordinacion visomotora 3,4 (0,2)

No resp
(n=11)

67 (5)

52 (3)"
27 (3)"
-1,5(2)

179 (18)®
64 (10)
11 (3)
6(4)

161 21)*
58 (12)®
20 (2)
9(0,7)
5(0,8)

3,7 (0,3)®
4,8 (0,7)

6 meses
Resp
(n=19)

85 (5)°
64 (3)°
35 (2)°
12y

295 (19)
108 (9)
16 (6)
6(3)
274 (19)
102 (11)
37 (2)
13(2)

7 (1)

2,7 (0,1)
3,3(0,3)

No resp
(n=9)

64 (9)"
52 (4)
34 (8)
6(5)

219 (40)
71 (19)%
22 (2)
14 (6)
184 (47)
57 (25)
20 (4)
10 (2)

3 (1)

4,0 (0,5)"°
4,7 (0,4)"

Los valores se expresan como media (error estandar de la media).

*niimero de palabras, ®nimero de colores, ‘nimero de items, %valor calculado.

12 meses
Resp
(n=18)

92 (11)
65 (2)
44 (4)
6 (3)

353 (27)
144 (10)
8(3)
1(D)
344 (28)
143 (11)
40 (8)
14 (1)

8 (0)

2,4(0,2)
2,7 (0,3)

No resp
(n=8)

63 (9)
47 (9)
29 (4)
2(D)

259 (28)
103 (14)
8 (4)
4(5)
246 (32)
99 (17)
23 (5)

9 (1)

4 (1)

3,8 (0,8)
3,6 (0,4)

“significacion estadistica vs basal (“p<0,05; “p<0,01; ““p<0,001); "significacion estadistica
vs respondedor (*p<0,05; *p<0,01; *¥p<0,001).
Abreviaturas: Resp: respondedor; TR: total de respuestas; TA: total de aciertos; O:

omisiones; C: comisiones; TOT: efectividad total en la prueba; CON: indice de concentracion.

Respecto a la ejecucion basal, los pacientes respondedores presentaron una mejoria

en la atencion selectiva y flexibilidad cognitiva evaluada mediante el test de Stroop a lo

largo del seguimiento (Figura 48).
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Figura 48. Valores del test de Stroop (media = EEM) en los pacientes respondedores y no
respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; ®p<0,01; “°p<0,001); "significacion estadistica
vs respondedor (*p<0,05; *p<0,01; *¥p<0,001).

También se observd una mejoria en la atencion sostenida evaluada mediante la
efectividad total de la prueba y la capacidad de concentracion del test d2 en el grupo de

pacientes respondedores (Figura 49).

Test d2
400-
I I Il Basal
5
i 1 3 meses
_ 300 I
S | [ I 6 meses
S 200~ 3 12 meses
‘g‘ )
58
& o0 B BB B
0-

TR TA TOT CON TR TA TOT CON

Respondedor No respondedor

Figura 49. Puntuacion del test d2 (media = EEM) en los pacientes respondedores y no
respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
asigniﬁcacién estadistica Vs basal (6p<0,05; aap<0,01; aaap<0,001); Bsigniﬁcacién estadistica
vs respondedor (Bp<0,05; BBp<0,01; BBBp<O,OOl).
Abreviaturas: TR: total de respuestas; TA: total de aciertos; O: omisiones; C: comisiones;
TOT: efectividad total en la prueba; CON: indice de concentracion.
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El grupo de pacientes respondedores presentd una mejoria progresiva en el test de
claves oral a lo largo del seguimiento, con diferencias significativas respecto al grupo de

pacientes no respondedores (Figura 49).

La respuesta en la memoria de trabajo evaluada por los test de digitos y letras y
numeros orales fue mas discreta, sin diferencias significativas a lo largo del tratamiento

ni entre pacientes respondedores y no respondedores (Figura 50).

Test orales B Basal
60 = 3 meses
1 6 meses
1 3 12 meses
c 40—
0
g T BB
2 BB
£ B
0. 20+
o-LILL I.[Li I mian
Claves Digitos Letras y numeros Claves Digitos Letras y nimeros
Respondedor No respondedor

Figura 50. Puntuacion de los test orales (media = EEM) en los pacientes respondedores y
no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
“significacion estadistica vs basal (“p<0,05; “p<0,01; “°p<0,001); "significacion estadistica
vs respondedor (*p<0,05; ®p<0,01; *¥p<0,001).

Los pacientes respondedores presentaron una reduccion en el tiempo necesario para
completar los test de coordinacion a lo largo del seguimiento, con diferencias

significativas respecto a los no respondedores (Figura 51).
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Test de coordinacion
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Figura 51. Puntuacion de los test de coordinacion (media = EEM) en minutos en los
pacientes respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; ®p<0,01; “°p<0,001); "significacion estadistica
vs respondedor (*p<0,05; *p<0,01; *¥p<0,001).

139



Maria Pilar Ballester Ferré

7.3. Niveles de amonio en sangre

Los niveles de amonio en sangre periférica al inicio del tratamiento fueron de 42 +£9
y 39 £ 10 umol/L en los grupos de pacientes respondedores y no respondedores, sin
diferencias significativas (p=0,862). A lo largo del seguimiento, el grupo de pacientes
respondedores presentd una reduccion no significativa de los niveles, con valores de 39
+ 6y 34+ 7 umol/L alos 3 y 6 meses, respectivamente. Contrariamente, los pacientes no
respondedores presentaron un aumento no significativo en los niveles de amonio en

sangre, con valores de 46 = 12 y 61 = 17 umol/L a los 3 y 6 meses (Figura 52).

Amonio
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Respondedor No Respondedor

Figura 52. Niveles de amonio (media = EEM) en los pacientes respondedores y no
respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
“significacion estadistica vs basal (°p<0,05; “p<0,01; “°p<0,001);
"significacion estadistica vs respondedor (*p<0,05; *p<0,01; **p<0,001).
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7.4. Alteraciones inmunitarias

Se realizo el estudio de las poblaciones leucocitarias a los 3 y 6 meses del inicio del

tratamiento y se compard en funcion de la respuesta terapéutica.

El tratamiento con rifaximina redujo el porcentaje de monocitos intermedios
proinflamatorios (CD14++CD16+), alcanzando a los 6 meses un nivel similar al de los
controles en el grupo de pacientes respondedores. Paralelamente, se produjo un aumento
en el porcentaje de monocitos clasicos antiinflamatorios (CD14++CD16-) y una
reduccion en el de monocitos alternativos (CD14+CD16++) en ambos grupos de
respuesta terapéutica, pero mas marcado en el grupo de pacientes respondedores (Tabla

36, Figura 53).

El tratamiento con rifaximina también indujo una reduccion en el porcentaje linfocitos
T autorreactivos (CD4+CD28-) hasta valores casi normales y un aumento de linfocitos T
no autorreactivos (CD4+CD28+) en el grupo de pacientes respondedores.
Contrariamente, los pacientes no respondedores mostraron un aumento en el porcentaje
de linfocitos T autorreactivos (CD4+CD28-) y un descenso en el de linfocitos T no

autorreactivos (CD4+CD28+) a los 3 y 6 meses del tratamiento (Tabla 36, Figura 54).

En cuanto al porcentaje de linfocitos T activados (CD69), los pacientes respondedores
presentaron unos niveles basales elevados, tanto de linfocitos T autorreactivos como no
autorreactivos activados, que fueron revertidos con la rifaximina. El grupo de pacientes
no respondedores, no mostré niveles de activacion elevados al inicio del tratamiento ni

durante el seguimiento (Tabla 36, Figura 55).
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Tabla 36. Poblaciones leucocitarias en sangre periférica en los grupos de respuesta a

Monocitos (%)

Linfocitos T (%)

la rifaximina al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.

Basal 3 meses 6 meses
Resp No resp Resp No resp Resp
(n=21) (n=11) (n=21) (n=11) (n=19)
Clasicos 83,7 (1,8) 84,6 (1,2) 91,3 (0,8) 89,1 (1,00° 92,7 (0,3)™
Intermedios 9,4 (0,8) 9,1(0,9) 6,5 (0,8)°  7.5(0,6)°° 4,0 (0,3)°°
Alternativos 3,1(0,3) 3,0 (0,3) 1,1 (0,4)°°  2,0(0,9)%°  1,0(0,3)%°
Autorreactivos 47,3 (6,1) 41,2 (5,8) 26,9 (2,9)° 48,4 (3,9) 26,4 (3,5)°
No autorreactivos 58,4 (6,1) 64,5 (5,7) 69,7 (4,3)° 62,8 (5) 74,1 (2,8)°
Linfocitos T activados (%) 2.8 (0,3) 0,6 (0,1) 1,0 (0,1)°° 0,6 (0,1) 0,7 (0,2)°%
Autorreactivos 2,3 (0,3) 0,4 (0,1) 0,4 (0,1)°° 0,5(0,1) 0,6 (0,1)®
No autorreactivos 3,8 (0,4) 0,7 (0,1) 1,1 (0,1)* 0,7 (0,1) 0,7 (0,2)°®
Los valores se expresan como media (error estandar de la media).
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; ®p<0,01; “°p<0,001).
Abreviaturas: Resp: respondedor.
Monocitos
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Figura 53. Porcentaje de monocitos (media £ EEM) en los pacientes respondedores y no
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respondedores al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
5signiﬁcaci(')n estadistica Vs basal (ap<0,05; aap<0,01; aaap<O,OOl).
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Figura 54. Porcentaje de linfocitos T (media = EEM) en los pacientes respondedores y no
respondedores al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; ®p<0,01; “°p<0,001).

Linfocitos T activados
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Figura 55. Porcentaje de linfocitos T activados (media = EEM) en los pacientes
respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
“significacion estadistica vs basal (ap<0,05; aap<0,01; aaap<0,001).
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En cuanto al efecto de la rifaximina en los niveles de citocinas en suero se observo
una reduccion en los niveles de IL-17, IL-21, IL-22 y CXCLI13 hasta niveles
practicamente similares a los pacientes sin EHM en el grupo de pacientes respondedores.
En los no respondedores, los niveles de estas citocinas no disminuyeron o incluso

aumentaron a lo largo del tiempo (Tabla 37, Figuras 56 y 57).

Un segundo tipo de respuesta se observo para los niveles de IL-6 e IL-15 que fueron

reducidos tanto en el grupo de pacientes respondedores como no respondedores (Tabla

37, Figuras 57).

A diferencia de los pacientes respondedores, el grupo de no respondedores,

presentaba niveles de IL-18 y CCL20 practicamente normales al inicio del tratamiento

(Tabla 37, Figuras 56).

Tabla 37. Niveles de citocinas en sangre periférica en los grupos de respuesta a la

rifaximina al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.

Citocinas Basal 3 meses 6 meses

Resp No resp Resp No resp Resp No resp

(n=21) (n=11) (n=21) (n=11) (n=19) (n=9)
IL-6 2,2 (0,4) 2,2 (0,6) 1,8 (0,4) 1,5 (0,6) 1,2 (0,3) 1,0 (0,5)
IL-18 253 (36) 184 (17) 228 (28) 153 (41) 234 (36) 146 (43)
IL-15 3,5 (0,6) 3,1(0,7) 3,2(0,1) 3,1(0,2) 2,9 (0,1)?  3(0,2)
IL-17 2,7(0,5) 2,6 (0,5) 2,7 (0,5) 3,2 (1,0 1,9 (0,3) 4,5 ()"
IL-21 503 (211)  312(87) 320 (163) 438 (119) 294 (206) 638 (130)
IL-22 103 (6,7) 93 (16) 89 (6,8)° 95 (10) 84 (11)* 98 (16)
CXCL13 165 (18) 138 (19) 156 (20) 174 (39) 122 (26)° 203 (58)
CX3CL1 0,9 (0,1) 1,0 (0,1) 0,9 (0,1) 1,0 (0,1) 0,9 (0,1)° 1,1(0,1)
CCL20 88 (13) 56 (21) 59 (10)° 47 (9) 45 (8)® 46 (6)

Los valores se expresan como media (EEM) en pg/mL para todas excepto CX3CL1 en ng/mL.
5signiﬁcaci(')n estadistica vs basal (“p<0,05; aap<0,01; 6aap<0,001); Bsigniﬁcacién estadistica

vs respondedor (Bp<0,05; BBp<O,Ol; BBBp<O,OOl).

Abreviaturas: Resp: respondedor.
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Figura 56. Niveles de citocinas (media = EEM) en pg/mL en los pacientes respondedores y
no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; ®p<0,01; “°p<0,001). "significacion estadistica
vs respondedor (*p<0,05; ®p<0,01; *¥p<0,001).
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Figura 57. Niveles de citocinas (media + EEM) en pg/mL para IL-6, IL-15 e IL-17 y en
ng/mL para CX3CLI1 en los pacientes respondedores y no respondedores al inicio del
tratamiento y a los 3 y 6 meses.
asigniﬁcacién estadistica Vs basal (6p<0,05; 88p<0,01; aaap<O,OOl). Bsigniﬁcaci(')n estadistica
vs respondedor (Bp<0,05; BBp<0,01; mp<0,001).
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En cuanto a los factores de transcripcion, los niveles de expresion del gen AHR se

normalizaron tanto en el grupo de pacientes respondedores como no respondedores con

la administracion de rifaximina (Tabla 38, Figura 58).

La expresion del gen TBX21 que estaba aumentada en pacientes con EHM, no se vio

modificada por el tratamiento en ninguno de los grupos de respuesta terapéutica (Tabla
38, Figura 58).

Los pacientes respondedores al tratamiento, al contrario que los pacientes no

respondedores, presentaron un aumento en la expresion del gen GATA3 (Tabla 38, Figura
58).

El tratamiento con rifaximina redujo los niveles de expresion del factor de

transcripcion RORC de manera similar en ambos grupos de respuesta terapéutica (Tabla

38,

Figura 58).

Tabla 38. Factores de transcripcion en los grupos de respuesta a la rifaximina al inicio

del tratamiento y a los 3 y 6 meses.

Factores de Basal

transcripcion Resp No resp

(n=21) (n=11)

BCL6 0,9 (0,1) 1,0 (0,3)
AHR 1,5 (0,2) 1,2 (0,3)
TBX21 1,3 (0,1) 1,7 (0,3)
GATA3 0,9 (0,1) 1,1 (0,1)
RORC 0,8 (0,1) 0,8 (0,1)
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Los valores se expresan como media (EEM).

3 meses
Resp
(n=21)
0,9 (0,1)
1,3 (0,2)
1,5 (0,1)
1,2 (0,2)°
0,7 (0,1)

No resp
(n=11)

0,7 (0,2)
1,2 (0,2)
1,4 (0,1)
1,0 (0,1)
0,6 (0,1)

6 meses
Resp
(n=19)
1,0 (0,1)
1,0 (0,1)°
1,2 (0,1)
1,2 (0,1)
0,5 (0,1)

No resp
(n=9)

1,2 (0,2)
0,9 (0,1)
1,5 (0,4)
0,9 (0,2)
0,4 (0,1)

5signiﬁcaci(')n estadistica vs basal (5p<0,05; 88p<0,01; 333p<0,001); Bsigniﬁcacién estadistica
vs respondedor (Bp<0,05; BBp<O,Ol; BBBp<O,OOl).

Abreviaturas: Resp: respondedor.
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Figura 58. Grado de incremento en la expresion de los factores de transcripcion (media +
EEM) relativa a los controles al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses en ambos grupos de
respuesta.

%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; ©p<0,01; “°p<0,001). "significacion estadistica
vs respondedor (*p<0,05; *p<0,01; *¥p<0,001).

Los grupos de pacientes respondedores y no respondedores presentaron niveles de
IgG en plasma similares al inicio del tratamiento (media 153% vs 155% respectivamente;
diferencia de las medias de 2, 1C95=-6-10, p=0,588). Los pacientes respondedores
mostraron una reduccion significativa de los niveles a los 3 y 6 meses del tratamiento con

diferencias respecto a los pacientes no respondedores (Figura 59).
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Figura 59. Porcentaje de variacion en los niveles de IgG (media + EEM) respecto a los
controles al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses en ambos grupos de respuesta.
“significacion estadistica vs basal (°p<0,05; “p<0,01; “p<0,001). "significacion estadistica
vs respondedor (Bp<0,05; BBp<0,01; BBBp<0,001).
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1. GENERALIDADES

La EHM es un sindrome neuropsiquiatrico complejo presente en una gran proporcion
de pacientes con cirrosis hepatica (50-53) y supone un grave problema de salud, social y
econdémico (69-72). Este estudio se ha centrado en dos puntos clave de la misma: (I) el
diagnoéstico mediante la caracterizacion de sus alteraciones neurologicas mas frecuentes,
el analisis de los parametros inflamatorios implicados en su patogenia y el estudio de la
utilidad diagnodstica de los diferentes test psicométricos y bioquimicos; y (II) el
tratamiento con rifaximina a través del analisis de su efecto sobre las alteraciones
neurologicas e inflamatorias caracteristicas de pacientes con EHM y la identificacion del

subgrupo de pacientes beneficiarios de su administracion.

2. FACTORES CLINICOS Y ANALITICOS

Es bien conocido que la prevalencia de la EHM aumenta con algunos factores de
riesgo como la edad, el consumo cronico de alcohol, la colocacion de un TIPS o la
presencia de varices esofagicas (51). En nuestro estudio, el analisis de los factores clinicos
y analiticos determind que, acorde a las caracteristicas basales, los distintos grupos del
estudio eran comparables y permitio establecer factores relacionados con la aparicion de

EHM.

Cabe destacar, que los pacientes con cirrosis hepatica y los controles incluidos en el
estudio no presentaron diferencias de edad que pudieran implicar alteraciones
neuroldgicas tipicas de la senectud (239). Asimismo, el diagndstico de EHM se establecio

mediante el PHES ajustado tanto a la edad como al nivel de estudios (230).

En cuanto al sexo, se incluyeron méas mujeres en el grupo de controles que en el de
pacientes sin diferencias entre los grupos con y sin EHM. Si bien algunos estudios han
observado diferencias en la funcién y composicion de la microbiota intestinal entre
hombres y mujeres (240), éstas no se han relacionado con el riesgo de EHM ni con la

respuesta al tratamiento en la literatura ni en nuestro trabajo.
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Algunas comorbilidades como la DM vy la resistencia a la insulina se caracterizan por
liberar citocinas proinflamatorias y contribuir al desarrollo de EH (241). Este resultado
no se confirm6 para el caso de la EHM diagnosticada por el PHES donde ni la DM ni

otros factores de riesgo cardiovascular, por si solos, supusieron un factor de riesgo.

Por otro lado, el rifién es un organo importante para la eliminacion de sustancias
neurotoxicas de la circulacion. Se ha observado un aumento en la mortalidad en pacientes
con cirrosis y EH que presentan deterioro de la funcion renal, especialmente en los casos
de fallo renal agudo y SHR (242). Sin embargo, no se conoce el efecto del deterioro de la
funcion renal sobre la probabilidad de desarrollo de EHM. En nuestro estudio, no se
observo un mayor riesgo de EHM entre pacientes con enfermedad renal crénica o
episodios previos de SHR. Si bien es cierto que se considerd el SHR en algin momento
a lo largo de la evolucion de la cirrosis previo al inicio del estudio y no se recogieron
episodios de fallo renal agudo por otras causas, lo cual no permite establecer una relacion

causal directa con la EHM.

El consumo croénico de alcohol da como resultado multiples disfunciones del SNC y
periférico. Algunas se deben a la accion directa del alcohol o sus derivados y otras son
inducidas por las deficiencias vitaminicas asociadas (243). Para evitar este factor de
confusion, unicamente se incluyeron pacientes con mas de 6 meses de abstinencia que no

presentaran ninguna alteracion neurologica y psiquiatrica relacionada con el alcohol.

En cuanto a la etiologia de la cirrosis, los pacientes con infeccion cronica por el VHC
presentaron un riesgo reducido de EHM. Esto puede ser debido a la gran disponibilidad
y eficacia de los tratamientos antivirales de accion directa y su efecto beneficioso sobre
la disfuncion hepatocelular y la HTP (244). Esto concuerta con que la EHGNA y otras
etiologias con tratamientos menos eficaces, aunque de forma no significativa, se

relacionaron con un mayor riesgo de EHM.

La sobredosificacion de diuréticos y las alteraciones hidroelectroliticas son factores
precipitantes de EH bien establecidos (56-57). Los resultados de nuestro estudio
confirmaron que los pacientes en tratamiento de mantenimiento con diuréticos, tanto con

furosemida como con espironolactona, presentan un riesgo de EHM entre 3,6 y 3,9 veces
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superior a los pacientes sin este tratamiento. Por ello, en pacientes con sospecha y/o

diagnostico de EHM conviene ser estrictos en la indicacion del tratamiento diurético.

Sorprendentemente, siendo uno de los tratamientos de primera linea (133), la
lactulosa no se asocié con un menor riesgo de EHM. Esto puede ser debido a que la
principal indicacion de la lactulosa fue por estrefiimiento cronico, el cual a su vez, supone

un factor de riesgo de EH (56).

Ha sido demostrado ampliamente que las complicaciones de la cirrosis también
predisponen a la aparicion de EH (56-57). Los pacientes con infecciones o episodios de
hemorragia digestiva recientes fueron excluidos de nuestro estudio con la intencion de
evitar el efecto directo de estas complicaciones sobre las alteraciones neurologicas e
inmunitarias. AUn asi, los pacientes con cirrosis descompensada mostraron un riesgo de
EHM 5,3 veces superior al de pacientes sin ninguna descompensacién previa,

especialmente en los casos de ascitis o PBE.

Considerando el grado de funcidon hepatica, éste no se relacion6 significativamente
con el riesgo de EHM. No obstante, de acuerdo con lo descrito previamente (245), la
proporcion de pacientes con EHM pas6 del 46% al 66% en pacientes con Child-Pugh

clase A y C, respectivamente.

Respecto a los parametros analiticos, como era de esperar, los pacientes con cirrosis
hepética presentaron alteraciones en las enzimas y pruebas de funcion hepatica y en los
niveles de plaquetas. Ademas, presentaron niveles mas bajos de hemoglobina que los
controles, en probable relacion con pérdidas cronicas por gastropatia de la HTP (246); y
de colesterol, atribuido a la alteracion en el metabolismo de los lipidos tipica de pacientes

con cirrosis (247-248).
Se observo una correlacion positiva entre el PHES y los niveles de sodio y plaquetas,

de manera que a mayor gravedad de la hiponatremia y la plaquetopenia, posiblemente

como reflejo del grado de disfuncion circulatoria e HTP (39-40), peor ejecucion en el test.
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3. ALTERACIONES NEUROLOGICAS

Se decidio utilizar la bateria PHES para la clasificacion de los pacientes en los grupos
con y sin EHM dado que estd considerado el “gold standard” al evaluar diferentes
funciones neurologicas entre las que se incluyen la memoria de trabajo con el TSD, la
velocidad de procesamiento y la atencion selectiva con los TCN-A y B y la coordinacion

visuoespacial con el TPS y el TLQ (91), ademés de que ha sido validado en Espaiia (231).

La velocidad del procesamiento mental y la atencion selectiva también fueron
evaluadas mediante los test de Stroop y de claves oral. El test de Stroop tiene como
ventaja que Unicamente requiere reconocer palabras y colores y no exige una alta
capacidad intelectual, se ajusta por edad y su realizacion es répida. Tiene la limitacion de
que pacientes con dificultades para identificar colores (por ejemplo en el daltonismo)
pueden ver interferidos los resultados (233-234). El test de claves oral no presenta esta
limitacidn y también es rapido de realizar (236). Ambos grupos de pacientes presentaron
déficits neuroldgicos respecto a los controles, mas marcados en el caso de los pacientes
catalogados como con EHM por el PHES. Estas alteraciones son tipicas de pacientes con
espectro autista, demencias o esquizofrenia y pueden condicionar el funcionamiento
cognitivo global con dificultades para la resolucion de problemas de la vida diaria, la
permanencia en el trabajo y las habilidades sociales (249). No obstante, el hecho de que
pacientes sin EHM presentaran alteraciones en la velocidad de procesamiento y en la
atencion selectiva indica que también son trastornos neuroldgicos tempranos y frecuentes
en la cirrosis hepatica. Ambos test mostraron una buena correlacion con el PHES y una
elevada capacidad diagnoéstica por lo que se podrian utilizar en lugar de la bateria PHES
para evitar el efecto aprendizaje en pruebas repetidas. Ademas, la tarea congruente del
test de Stroop podria ser utilizada por si sola en la practica clinica como prueba rapida de

cribado del deterioro neuroldgico con una sensibilidad cercana al 90%.

El test d2 analiza la capacidad para fijar la atencion en una actividad y realizarla de
forma 4gil y con precision (235). Ambos grupos de pacientes con cirrosis presentaron
alteraciones en estas capacidades cognitivas al ser comparados con los controles,
nuevamente mas marcadas en el grupo con EHM. Esto supone un detrimento en la calidad

de vida de los pacientes que pueden ver limitadas actividades basicas como la conduccion
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de vehiculos (70-71). Al igual que la tarea congruente del test de Stroop, el nimero de
aciertos totales en el test d2 podria ser utilizado en la consulta para el cribado de pacientes

con alteraciones neuroldgicas con una especificidad superior al anterior.

Los pacientes con cirrosis, y sobre todo con EHM, presentaron déficits en la memoria
de trabajo. Esta se encarga del almacenamiento y manipulacién temporal de la
informacion para la realizacion de tareas cognitivas complejas como la lectura o los
calculos matematicos (250). Es por ello que pacientes con cirrosis hepatica pueden ver

afectadas estas capacidades y aquejar olvidos frecuentes.

Al igual que en el caso de las alteraciones cognitivas, ambos grupos de pacientes con
cirrosis hepatica, presentaron alteraciones motoras, mas marcadas en el caso de pacientes
clasificados como con EHM por el PHES. Esto supone un enlentecimiento motor y un

mayor riesgo de padecer accidentes domésticos y laborales (71).

Los parametros clinicos relacionados con las alteraciones neurolédgicas detectadas en
los distintos test psicométricos especificos, fueron aquellos relacionados con la
disfuncion cardiocirculatoria tipica de la cirrosis (39-40), al igual que los asociados a la
EHM diagnosticada por el PHES. Ademas, en este caso, y tal como se ha descrito
previamente en la literatura (251), los pacientes con DM y/o tratamiento con metformina
presentaron alteraciones cognitivas en forma de tendencia con una peor capacidad de

concentracion en el test d2.

De este modo, los pacientes con EHM diagnosticados por el PHES, presentaron
alteraciones en las distintas esferas cognitivas y motoras. Estas alteraciones, aunque de
forma mas leve, estuvieron presentes en una gran proporcion de pacientes con cirrosis
hepética categorizados como sin EHM, indicando que son alteraciones tempranas y
frecuentes en la cirrosis. Asi pues, se recomienda la utilizacion de otros test psicométricos
especificos, sencillos, objetivos y fiables, que permitan diagnosticar aquellos pacientes
con alteraciones infraestimadas por el PHES, sobre todo en pacientes con factores de

riesgo de EHM.
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4. NIVELES DE AMONIO EN SANGRE

La hiperamonemia se considera uno de los principales mecanismos implicados en el
desarrollo de la EHM (93). El resultado de nuestro estudio confirmo6 que, respecto a
pacientes sin EHM, los pacientes con EHM presentaban niveles superiores de amonio en
sangre. No obstante, estos niveles presentaron una correlacion moderada negativa con el
PHES. Los pacientes con cirrosis sin EHM también presentaron niveles
significativamente mas elevados que los controles pero manteniendo unos valores dentro

del rango de normalidad (237) y probablemente sin tanta repercusion a nivel cerebral.

La disfuncion hepatocelular y el desarrollo de colaterales portosistémicas dan lugar
al aumento de los niveles de amonio en pacientes con cirrosis (95). Es por ello que en los
pacientes de nuestro estudio los niveles de amonio en sangre se asociaron con niveles
inferiores de albumina como reflejo de la disfuncién hepatica y con pardmetros de
disfuncion circulatoria e HTP como la presencia de plaquetopenia, ascitis y necesidad de

diuréticos.
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5. ALTERACIONES INMUNITARIAS

El sindrome de disfuncidon inmunitaria asociada a la cirrosis implica un deterioro del
sistema inmunitario y un estado de inflamacion mantenida (220) que, de forma sinérgica
con el aumento de los niveles de amonio, contribuye al desarrollo de la EH (221). En el
caso de la EHM, se asume que el mecanismo patogénico es similar, sin embargo, esta

teoria no esta bien demostrada.

Centrandonos en el estudio de la respuesta inmunitaria, los pacientes con cirrosis
hepatica, y de forma mas marcada aquellos con EHM, presentaron una activacion de la
inmunidad innata demostrada por un aumento en el porcentaje de monocitos intermedios
proinflamatorios (CD14++CD16+). Estos monocitos son productores de TNFa, IL-1J3,
IL-6, IL-18 y CCL20 y precursores de los macréfagos M1, también con fenotipo
inflamatorio (186-188). A su vez, los monocitos y macrdfagos actian como células

presentadoras de antigeno contribuyendo a la activacion linfocitaria (171).

De forma similar, los pacientes con EHM presentaron una expansion de linfocitos T
autorreactivos (CD4+CD28-) 2 veces superior a los pacientes sin EHM y 2.5 veces
superior a los controles. Esta poblacion de linfocitos CD4 puede secretar grandes
cantidades de TNFa e IFNy promoviendo un ambiente proinflamatorio (175-176).
Ademas, se ha visto aumentada en procesos de envejecimiento y es considerada un
marcador de inmunosenescencia (252-253). De este modo, el incremento en el porcentaje
de linfocitos CD4+CD28- observado en pacientes con EHM estaria reflejando una
inmunosenescencia temprana que podria ser utilizada como biomarcador para el

diagnéstico de la EHM.

A diferencia de los linfocitos CD4+CD28+, los linfocitos T autorreactivos presentan
en su membrana el receptor CX3CR1 que, junto con su ligando CX3CL1 expresado en
células endoteliales, facilita la quimioatraccion y migracion de las células al cerebro en
enfermedades como la esclerosis multiple (177). De este modo, la migracion de linfocitos
CD4+CD28- al cerebro podria contribuir a la aparicion de las alteraciones neurologicas

tipicas de los pacientes con EHM.
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Otra alteracion inmunitaria observada en los pacientes con EHM, no presente en
pacientes sin EHM, fue el incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4 activados,
tanto de la poblacion de linfocitos T autorreactivos como no autorreactivos. Este
incremento indicaria una activacion persistente de los linfocitos T que contribuiria a la
disfuncion inmunitaria mediante la alteracion en el patron de citocinas, en la

diferenciacion a los subtipos de linfocitos CD4 y en la infiltracion tisular (190-191).

Con el estudio de citocinas en suero se confirmo el estado proinflamatorio tipico de
la cirrosis (220-221) de modo que, los pacientes con cirrosis hepatica sin EHM
presentaron un aumento en los niveles de IL-6, IL-18, IL-15, IL-17, IL-21, CXCL13,
CX3CL1 y el CCL20; siendo éste aumento mas marcado en pacientes con EHM. Los
pacientes con EHM asociaron un incremento en los niveles de IL-22 no presente en los
pacientes sin EHM, sugiriendo que el aumento de esta interleucina se produce en estadios
mas avanzados de la EHM. Ademas, la IL-6, IL-17, IL-22, CXCL13, CX3CL1 y CCL20
correlacionaron negativamente con el PHES, indicando que, de acuerdo a lo presentado
previamente por nuestro grupo (127), a mayor grado de inflamacion, mayor deterioro

neurologico.

Como dato a destacar, la IL-22 presentd una precision para el diagnostico de EHM
superior al 85%. Esta citocina se vio elevada en pacientes que habian presentado algiin
episodio de ascitis y/o PBE, incluyendo aquellos que tomaban norfloxacino como
profilaxis. De este modo, el aumento de riesgo de EHM asociado a estas
descompensaciones, probablemente esta mediado por el aumento en los niveles de esta
citocina. Al mismo tiempo, se vio una relacion significativa entre los niveles de IL-22 y
amonio, de manera que pacientes con niveles superiores de IL-22 presentaban, a su vez,
niveles superiores de amonio, lo cual confirma la sinergia de ambos factores en el
desarrollo de la EHM (221, 128) con un mayor peso del factor inflamatorio de acuerdo a

los resultados del analisis multivariante.

Centrandonos en los factores de transcripcion, los pacientes con EHM, a diferencia
de pacientes sin EHM y controles, presentaron un aumento en la diferenciacion de
linfocitos T CD4 hacia linfocitos Th22. Estos se caracterizan por la liberacion de IL-22 y
TNFo y estan implicados en la patogénesis de las alteraciones neuroldgicas tipicas de

enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple (254). Asi pues, la expansion de
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esta subpoblacion también podria contribuir al desarrollo de las alteraciones neurologicas

de los pacientes con EHM.

Paralelamente, la respuesta humoral juega un papel importante en el desarrollo y
progresion de enfermedades autoinmunes e inflamatorias (255) y probablemente en la
EHM. Esto viene apoyado por el aumento en la activacion de los linfocitos B en pacientes

con EHM, demostrada mediante la determinacion de los niveles de 1gG.

6. EVOLUCION CLINICA Y ANALITICA

Ha sido descrito en estudios anteriores que la EHM predispone al desarrollo de EHC,
empeora el prondstico de la enfermedad y reduce la supervivencia (55). En el caso de
nuestro estudio, aquellos pacientes con EHM presentaron un riesgo de desarrollo de EHC
5 veces superior a los pacientes sin EHM, con un menor tiempo de evolucion de la
enfermedad hasta la aparicion del primer episodio y una probabilidad acumulada de hasta
el 50% a los 5 afios, respecto a un 7% en el grupo de pacientes sin EHM. En cuanto a la
supervivencia, a partir del segundo afio de seguimiento se observo en las curvas de
Kaplan-Meier una caida méas marcada en el grupo de pacientes con EHM sin diferencias
significativas. No obstante, hay que ser cautos a la hora de interpretar estos resultados
dado que el grupo de pacientes con EHM recibio tratamiento con rifaximina, la cual
podria haber influido en la evolucidon natural de la enfermedad, e incluso, mejorar el

pronostico de estos pacientes.
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7. TRATAMIENTO CON RIFAXIMINA

Se administré tratamiento con rifaximina a todos los pacientes con EHM
diagnosticada por el PHES y se reevalu6 la respuesta a los 3, 6 y 12 meses. Se observo
una eficacia a los 3 meses del 66%, similar a la descrita previamente (168-169). Ninguno
de los pacientes no respondedores a los 3 meses, mejord el PHES a los 6 ni a los 12 meses
a pesar de mantener el tratamiento. De esto se puede deducir que la rifaximina presenta
un efecto rapido y no se obtiene beneficio al prolongarla en aquellos pacientes sin
respuesta a los 3 meses. El farmaco fue, en general, bien tolerado con una tasa de efectos
secundarios del 14% y de retirada del 9%. Se observo una buena tasa de adherencia con
una clara relacion entre la adherencia y la respuesta al farmaco. Considerando inicamente
aquellos pacientes adherentes al tratamiento, la eficacia aumentd hasta un 78%, por lo

que se considera necesario indagar en este aspecto al evaluar la respuesta terapéutica.

En cuanto al impacto del tratamiento en la evolucidon clinica, la rifaximina ha
demostrado un beneficio en la reduccion de la recurrencia de la EH, en la tasa de
hospitalizaciones y en la mortalidad en pacientes con EHC (145-146). No obstante, el
efecto del tratamiento sobre la evolucion clinica de pacientes con EHM no esta bien
establecido. En nuestro estudio, esto no pudo ser evaluado correctamente dado que no se
incluyo6 un grupo placebo de pacientes con EHM. Aun asi, no se encontraron diferencias
entre los grupos de pacientes respondedores y no respondedores en cuanto a la aparicion

de EHC u otras complicaciones de la cirrosis ni en la supervivencia global.

Si que se ha descrito una mejoria de las alteraciones neuroldgicas y de la calidad de
vida con la administracion de rifaximina en pacientes con EHM (167). De forma similar,
se objetivd una mejoria progresiva de las alteraciones cognitivas y motoras en el grupo
de pacientes respondedores al tratamiento. Estos presentaron un beneficio
fundamentalmente en la velocidad del procesamiento mental, en la atencion selectiva y
sostenida y en la coordinacion. La memoria de trabajo mostr6é una respuesta mas sutil a
la rifaximina, por lo que pacientes con EHM probablemente mantengan ciertas
limitaciones en el almacenamiento y elaboracion de la informacién a pesar del
tratamiento. El grupo de pacientes no respondedores no solo no mostrd mejoria en la

flexibilidad cognitiva evaluada por el test de Stroop, sino que la empeord y aunque si que
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mejord en el resto de test psicométricos, no lo hizo al nivel del grupo de pacientes

respondedores.

La rifaximina es un antibidtico oral con una absorcidon sistémica baja que actua
modulando la composicion y funcion de las bacterias del tracto gastrointestinal
reduciendo los niveles de amonio (138). En el caso de nuestro estudio, la reduccion de
los niveles de amonio sucedi6 unicamente en el grupo de pacientes respondedores aunque
de forma no significativa. Esto hace pensar que, si bien la reducciéon de amonio es
importante para revertir la EHM, la rifaximina ejerce su efecto principalmente modulando

los cambios inflamatorios asociados a esta entidad.

Esta teoria se apoya con el hecho de que el grupo de pacientes respondedores presentd
una normalizaciébn de practicamente todas las alteraciones presentes en el
inmunofenotipo, en los niveles de citocinas en sangre y en los factores de transcripcion,
mientras que los pacientes no respondedores, inicamente mejoraron algunas de estas
alteraciones. Los pardmetros que mejoraron en todos los pacientes fueron el porcentaje
de monocitos clasicos, los niveles de IL-6 e IL-15 y la expresion del factor de
transcripcion AHR, probablemente indicando que la restauracion de estas alteraciones no
es suficiente para revertir la EHM una vez estd presente. Los parametros que mejoraron
de forma selectiva en pacientes respondedores fueron el porcentaje de monocitos
intermedios, linfocitos T autorreactivos y no autorreactivos, linfocitos T activados, los
niveles de IL-17, IL-21, IL-22, CXCL13 y de IgG, lo cual sugiere que para obtener una

respuesta terapéutica es necesario revertir estas alteraciones.

A la hora de evaluar factores relacionados con la respuesta al tratamiento la edad
parece influir dado que por si misma se asocia a alteraciones cognitivas (239) y por tanto,
a una menor respuesta al tratamiento. Es por ello, que instaurar el tratamiento de forma
precoz puede aportar beneficios. Otro hallazgo interesante del estudio fue encontrar una
peor respuesta al tratamiento en pacientes con un perfil metabdlico alterado (sindrome
metabolico, HTA, DM, glucemia alterada en ayunas, tratamiento con metformina y/o
EHGNA). Algunos estudios han demostrado que pacientes con DM o esteatohepatitis no
alcohdlica sin cirrosis presentan deterioro cognitivo leve asociado a ciertos niveles de

inflamacion (241, 251) lo cual podria a su vez influir en la respuesta terapéutica. De este
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modo, en este subgrupo de pacientes serd necesario tratar las alteraciones metabdlicas de

forma concomitante para obtener una mejor respuesta a la rifaximina.

Analizando las posibles alteraciones inmunitarias relacionadas con la respuesta
terapéutica, el grupo de pacientes no respondedores no presentaba un aumento en el
porcentaje de linfocitos T activados al inicio del tratamiento. Dado que el CD69 es un
marcador de activacion temprana (190-191), podria suceder que pacientes no
respondedores se encuentren en una fase de activacion mas avanzada donde el marcador
deja de expresarse y donde la rifaximina no es capaz de revertir las alteraciones
inmunitarias. Asi pues, el CD69 podria ser utilizado como biomarcador para decidir qué

grupo de pacientes se beneficiaria del tratamiento con rifaximina.

Por tanto, las alteraciones en el sistema inmunitario podrian ser diferentes en funcion
de las caracteristicas del paciente de modo que pacientes que responden se encuentran en
una etapa donde los cambios inflamatorios todavia pueden ser revertidos por la
rifaximina, mientras que pacientes no respondedores se encuentran en una etapa mas
avanzada e irreversible de la inflamacidon o presentan factores concomitantes que no
permiten a la rifaximina restaurar las alteraciones inflamatorias. En este sentido, se
necesitarian mas estudios que permitieran caracterizar en detalle los cambios
inmunolédgicos asociados a las alteraciones neurologicas de pacientes con EHM, sobre
todo en el subgrupo de pacientes no respondedores a la rifaximina, y facilitaran el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que mejoraran la tasa de respuesta.
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Conclusiones

El riesgo de EHM diagnosticada por el PHES se relaciona con los pardmetros

clinicos y bioldgicos de disfuncion circulatoria de la cirrosis hepatica.

La bateria de test psicométricos especificos podria detectar alteraciones cognitivas
infraestimadas por el PHES, especialmente en pacientes con factores de riesgo y

evitar el proceso de aprendizaje de las pruebas repetidas.

Los niveles de amonio en sangre no presentan una buena correlacion con las
alteraciones neuroldgicas ni son, por si solos, una buena herramienta para el

diagnostico de EHM.

Los pacientes con EHM determinada por el PHES muestran una alteracion
importante de la actividad inflamatoria expresada fundamentalmente por aumento
en los niveles de linfocitos T autorreactivos y activados, la IL-22, el factor AHR

y los niveles de 1gG.

La rifaximina es capaz de modificar en un porcentaje importante de pacientes,
especialmente aquellos adherentes, las alteraciones neurologicas e inflamatorias

de la EHM.

La presencia de alteraciones metabolicas y la ausencia de un patron inflamatorio
con predominio de linfocitos T activados, podria condicionar una peor respuesta

a la rifaximina.
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- Tabla 21. AUROC de los test de coordinacion motora para el diagnostico de
EHM.

- Tabla 22. Andlisis de correlacion entre los test psicométricos y los niveles de
amonio en sangre.

- Tabla 23. Poblaciones leucocitarias en sangre periférica en los grupos del estudio.
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Tabla 24. Niveles de citocinas en suero en los grupos del estudio.

Tabla 25. Analisis de correlacion entre el PHES y los niveles de citocinas en
suero.

Tabla 26. Analisis de correlacion entre los test psicométricos y los niveles de
citocinas en suero.

Tabla 27. AUROC de las diferentes citocinas para el diagnéstico de EHM.
Tabla 28. Expresion de factores de transcripcion caracteristicos de
subpoblaciones de linfocitos T en los distintos grupos del estudio.

Tabla 29. Anélisis de correlacion entre el PHES y los niveles de expresion de
factores de transcripcion caracteristicos de subpoblaciones de linfocitos T.
Tabla 30. Evolucion analitica de los pacientes con y sin EHM a los 3, 6 y 12
meses del inicio del estudio.

Tabla 31. Factores clinicos comparados segtin la respuesta a la rifaximina.
Tabla 32. Valores analiticos comparados segun la respuesta a la rifaximina.
Tabla 33. Valores analiticos a los 3, 6 y 12 meses del tratamiento con rifaximina
en los grupos de pacientes respondedores y no respondedores.

Tabla 34. Test psicométricos comparados segun la respuesta a la rifaximina.
Tabla 35. Test psicométricos a lo largo del seguimiento en ambos grupos.
Tabla 36. Poblaciones leucocitarias en sangre periférica en los grupos de
respuesta a la rifaximina al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.

Tabla 37. Niveles de citocinas en sangre periférica en los grupos de respuesta a
la rifaximina al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.

Tabla 38. Factores de transcripcion en los grupos de respuesta a la rifaximina al

inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
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2. FIGURAS

- Figura 1. Histologia de la cirrosis hepatica: septos fibrosos y nodulos de
regeneracion (tincion tricromica de Masson).

- Figura 2. Cambio porcentual estandarizado por edad en la incidencia de cirrosis
hepatica y otras enfermedades hepaticas cronicas desde 1990 a 2017 (casos
nuevos por 100.000 habitantes).

- Figura 3. Microscopia electronica de transmision de alta resolucion de un
sinusoide hepatico. La luz del sinusoide (L) esta revestida por el endotelio (E)
dando lugar a fenestras (flechas pequefias) y areas recubiertas (asterisco). Se
observa una particula lipidica (flecha grande) pasando a través de las fenestras. El
espacio de Disse (SD) se localiza entre el endotelio y los hepatocitos y contiene
numerosas microvellosidades de las células parenquimatosas (P).

- Figura 4. Resumen de la fisiopatologia de la hipertension portal.

- Figura 5. Diagrama de las manifestaciones clinicas asociadas a los distintos
estadios de la encefalopatia hepatica.

- Figura 6. Esquema del desarrollo de los linfocitos B y linfocitos T. MHC:
complejo mayor de histocompatibilidad.

- Figura 7. Activacion de los linfocitos B dependiente de células T.

- Figura 8. Esquema de la presentacion de antigeno via molécula del MHC de clase
II y la respuesta inmune mediada por linfocitos T helper.

- Figura 9. Esquema de la presentacion de antigeno via molécula del MHC de clase
I y la respuesta inmune mediada por linfocitos T citotoxicos.

- Figura 10. Linfocitos T helper efectores. Se muestran las interleucinas que
inducen la diferenciacion celular, el factor de transcripcion caracteristico y la
produccion de las principales citocinas por cada subpoblacion.

- Figura 11. Esquema de activacion de la microglia. La microglia “alternativa” se
induce en situacion de salud, fagocitando cuerpos apoptoticos y enviando sefiales
de reparacion y regeneracion. La microglia “cldsica" se induce al detectar algo
ajeno (PAMP) o dafiino (DAMP) y envia sefales neurotoxicas.

- Figura 12. Relacion entre el sistema periférico y el SNC. A: Activacion de

linfocitos a través de los receptores tipo Toll de 6rganos circunventriculares; B:
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Activacion de la microglia del SNC a través de citocinas de la periferia; C:
Infiltracion de leucocitos de la periferia.

Figura 13. Bateria de test psicométricos PHES.

Figura 14. Test de Stroop. A: tarea congruente. B: tarea neutra. C: tarea
incongruente.

Figura 15. Test d2.

Figura 16. Test orales. A: Claves oral; B: Digitos Directo; C: Digitos Inverso; D:
Letras y nimeros.

Figura 17. Test de coordinacion motora. A: Bimanual; B: Visomotora.

Figura 18. Test de medicion de amonio en sangre.

Figura 19. Citometria: ejemplo de estrategia de seleccion para los linfocitos CD4
autorreactivos (CD4+CD28-) y activados (CD69+).

Figura 20. Separacion de PBMC. A: antes y B: después de la centrifugacion.
Figura 21. Técnica de western blot para la cuantificacion de proteinas.

Figura 22. Valores (media = EEM) del PHES en los grupos del estudio.

Figura 23. Numero de items completados (media + EEM) del test de Stroop en
los grupos del estudio. *significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01;
**#%p<0,001); asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01;
oaap<0,001).

Figura 24. Puntuacion (media £ EEM) de los test orales en los grupos del estudio.
*significacion estadistica Vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001);
asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; avoeorp<0,001).
Figura 25. Puntuacion (media = EEM) del test d2 en los grupos del estudio.
*significacion estadistica Vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001);
asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aop<0,01; ooop<0,001).
Abreviaturas: TR: total de respuestas; TA: total de aciertos; O: omisiones; C:
comisiones; TOT: efectividad total de la prueba; CON: indice de concentracion.
Figura 26. Correlacion lineal entre el PHES y el test de claves oral.

Figura 27. Correlacion lineal entre el PHES y la tarea congruente del test de
Stroop.

Figura 28. Curva ROC de la tarea congruente en el test de Stroop, el total de

aciertos en el test d2 y el test de claves oral para el diagndstico de EHM.
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Figura 29. Tiempo (media + EEM) en minutos de los test de coordinacion en los
grupos del estudio. *significacion estadistica vS control (*p<0,05; **p<0,01;
*#%p<0,001); asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01;
oaap<0,001).

Figura 30. Curva ROC de los test motores para el diagnostico de EHM.

Figura 31. Nivel de amonio (media + EEM) en los grupos del estudio.
*significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001);
asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aeoeoep<0,001).
Figura 32. Correlacion lineal entre el PHES y el nivel de amonio en sangre.
Figura 33. Correlacion lineal entre el nivel de amonio y de albumina en sangre.
Figura 34. Correlacion lineal entre el nivel de amonio y de plaquetas en sangre.
Figura 35. Porcentaje de monocitos (media =+ EEM) clésicos, intermedios y
alternativos en los grupos del estudio. *significacion estadistica VS control
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion estadistica vs sin EHM
(ap<0,05; 0eop<0,01; ccap<0,001).

Figura 36. Porcentaje de linfocitos T (media + EEM) autorreactivos
(CD4+CD28-) y no autorreactivos (CD4+CD28+) en los grupos del estudio.
*significacion estadistica VS control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001);
asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; acouorp<0,001).
Figura 37. Porcentaje de linfocitos T (media = EEM) activados (CD69+) totales,
autorreactivos (CD4+CD28-) y no autorreactivos (CD4+CD28+) en los grupos
del estudio. *significacion estadistica VS control (*p<0,05; **p<0,01;
*#%p<0,001); asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01;
ooeap<0,001).

Figura 38. Niveles de citocinas (media + EEM) en pg/mL en los grupos del
estudio. *significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001);
asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aoop<0,001).
Figura 39. Niveles de citocinas (media + EEM) en pg/mL para IL-6, IL-15 e IL-
17 y en ng/mL para CX3CLI1 en los grupos del estudio. *significacion estadistica
vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacién estadistica VS sin
EHM (ap<0,05; c.ap<0,01; aoop<0,001).

Figura 40. Grado de incremento en la expresion (media + EEM) de factores de

transcripcion caracteristicos de subpoblaciones de linfocitos T en los grupos del
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estudio. *significacion estadistica vs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001);
asignificacion estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aoap<0,001).
Figura 41. Porcentaje de variacion en los niveles de IgG en plasma (media +
EEM) respecto a los controles en pacientes con y sin EHM. *significacion
estadistica Vvs control (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); asignificacion
estadistica vs sin EHM (ap<0,05; aap<0,01; aoap<0,001).

Figura 42. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de los pacientes con y sin
EHM.

Figura 43. Curva de Kaplan-Meier con la probabilidad y el tiempo hasta el
desarrollo de encefalopatia hepéatica clinica en los pacientes con y sin EHM.
Figura 44. Flujo de respuesta al tratamiento con rifaximina a los 3, 6 y 12 meses.
Figura 45. Valores del PHES (media = EEM) en los pacientes respondedores y
no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.

Figura 46. Valores del Child-Pugh (media + EEM) en los pacientes
respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; “p<0,01; %“p<0,001); Psignificacion
estadistica vs respondedor (*p<0,05; ®p<0,01; **¥p<0,001).

Figura 47. Valores del MELD (media = EEM) en los pacientes respondedores y
no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses. ‘significacion
estadistica vs basal (°p<0,05; “p<0,01; “°p<0,001); *significacion estadistica vs
respondedor (*p<0,05; ®p<0,01; **¥p<0,001).

Figura 48. Valores del test de Stroop (media + EEM) en los pacientes
respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; %p<0,01; %“p<0,001); Bsignificacion
estadistica vs respondedor (*p<0,05; *®p<0,01; **¥p<0,001).

Figura 49. Puntuacion del test d2 (media + EEM) en los pacientes respondedores
y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses. “significacion
estadistica vs basal (°p<0,05; %p<0,01; %°p<0,001); Bsignificacion estadistica Vs
respondedor (®p<0,05; "p<0,01; ®Bp<0,001). Abreviaturas: TR: total de
respuestas; TA: total de aciertos; O: omisiones; C: comisiones; TOT: efectividad
total en la prueba; CON: indice de concentracion.

Figura 50. Puntuacién de los test orales (media = EEM) en los pacientes

respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses.
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%ignificacion estadistica vs basal (°p<0,05; “p<0,01; %“p<0,001); Bsignificacion
estadistica vs respondedor (*p<0,05; *¥p<0,01; *8p<0,001).

Figura 51. Puntuacion de los test de coordinacion (media £ EEM) en minutos en
los pacientes respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los
3, 6 y 12 meses. significacion estadistica vs basal (°p<0,05; %p<0,01;
%9h<0,001); Psignificacion estadistica vs respondedor (®p<0,05; ®8p<0,01;
BB8ry<0,001).

Figura 52. Niveles de amonio (media = EEM) en los pacientes respondedores y
no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3, 6 y 12 meses. “significacion
estadistica vs basal (%p<0,05; %p<0,01; %p<0,001); Psignificacion estadistica vs
respondedor (*p<0,05; #¥p<0,01; *8p<0,001).

Figura 53. Porcentaje de monocitos (media = EEM) en los pacientes
respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; “p<0,01; %p<0,001).

Figura 54. Porcentaje de linfocitos T (media £ EEM) en los pacientes
respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
%ignificacion estadistica vs basal (°p<0,05; “p<0,01; “p<0,001).

Figura 55. Porcentaje de linfocitos T activados (media + EEM) en los pacientes
respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
%ignificacion estadistica Vs basal (°p<0,05; “p<0,01; ““p<0,001).

Figura 56. Niveles de citocinas (media = EEM) en pg/mL en los pacientes
respondedores y no respondedores al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses.
%significacion estadistica vs basal (°p<0,05; “p<0,01; “p<0,001). Bsignificacion
estadistica vs respondedor (*p<0,05; *®p<0,01; **¥p<0,001).

Figura 57. Niveles de citocinas (media + EEM) en pg/mL para IL-6, IL-15 e IL-
17 y en ng/mL para CX3CL1 en los pacientes respondedores y no respondedores
al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses. ‘significacion estadistica Vs basal
(°p<0,05; %p<0,01; “p<0,001). Psignificacién estadistica Vs respondedor
(®p<0,05; B8p<0,01; *Bp<0,001).

Figura 58. Grado de incremento en la expresion de los factores de transcripcion
(media + EEM) relativa a los controles al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses
en ambos grupos de respuesta. significacion estadistica Vs basal (°p<0,05;
®p<0,01; %%p<0,001). Bsignificacion estadistica vs respondedor (*p<0,05;
8p<0,01; ¥8p<0,001).
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- Figura 59. Porcentaje de variacion en los niveles de IgG (media £ EEM) respecto
a los controles al inicio del tratamiento y a los 3 y 6 meses en ambos grupos de
respuesta. ‘significacion estadistica vs basal (%p<0,05; %p<0,01; %p<0,001).

Bsignificacion estadistica vs respondedor (*p<0,05; *¥p<0,01; *¥p<0,001).
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Anexos

1. ANEXO 1

£ GENERALITAT VALENCIANA o

) e
Bosgual Oink Ueamiion DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCIA

D. Antonio Pelédez Hernandez, Presidente del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
Clinic Universitari de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité, en su circular de fecha 4 de septiembre de 2015, y seglin consta en el acta de
la misma, se han analizado los aspectos éticos y cientificos relacionados al proyecto de
investigacién que lleva por titulo:

Caracterizacion de las alteraciones neuroldgicas en pacientes con encefalopatia hepatica
minima y de las alteraciones cerebrales responsables. Contribucién del estrés oxidativo y la
inflamacion.

Que sera llevado a cabo en los Laboratorios de la Fundacion para la Investigacién del Hospital
Clinico Universitario de Valencia — INCLIVA y cuya investigadora principal es la Dra. Carmina
Montoliu Felix, acordando que relne las caracteristicas adecuadas referentes a informacién a los
pacientes y cumplimiento de los criterios éticos para la investigacion médica y biomédica
establecidos en la Declaracion de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica
Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975, Tokio, Japén), (Octubre 1983, Ve necia, ltalia),
(Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset West, Sudéfrica), (Octubre 2000,
Edimburgo), (Octubre 2008 Seul, Corea) y (Octubre 2013 Fortaleza, Brasil) y en |la Declaracién
Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos del Hombre de la UNESCO y los acuerdos
del Protocolo Adicional del Consejo de Europa para la proteccién de los Derechos del
Hombre y de la dignidad del ser humano frente a la aplicaciones de la biologia y de la
medicina (Paris 12-1-1998, ratificado el 23-7-1999).

Lo que certifico a efectos oportunos de la convocatoria de Ayudas del Instituto de Salud Carlos IIl.

Valencia, 4 de septiembre de 2015,

4 N

N /

Fdo. : Dr. D. Antonio Pi:l/ééz Hernandez
Presidente del Comité Etico de Investigacion Clinica

F-CE-GEva-15 Dictamen proyecto
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2. ANEXO 2

o ; DEPARTAMENTO
MTNISTERIO - agencia espafiola de | DE MEDICAMENTOS
DE'SANIDAD, SERVICIDS SOCIALES : m medicamentos y | DE USO HUMANO
; D : 2 ° productos sanitarios .
DESTINATARIO: D? M2 PILAR BALLESTER FERRE

C/ REGINO MAS, 3. PTA 4°
46200 — PAIPORTA. VALENCIA

Fecha: 31 de octubre de 2017
REFERENCIA: ESTUDIO RIFAXIMINA-EHM

ASUNTO: NOTIFICACION DE RESOLUCION DE CLASIFICACION DE
ESTUDIO CLINICO O EPIDEMIOLOGICO

Adjunto se remite resolucion de clasificacion sobre el estudio titulado “Caracterizacion
del deterioro neuroldgico y la respuesta al tratamiento con Rifaximina en
pacientes con cirrosis hepéatica y encefalopatia hepatica minima.” con codigo
SER-HEP-2017-05.

&3 MINISTERIO DE SANIDAD, SERVICIOS
ICORREQ ELECTRONICO ta%d SOCIALES E IGUALDAD
g}ﬁ@j; REGISTRO AUXILIAR C/ CAMPEZO, 1-EDIFICIO 8
farmacoepi@aemps.es AGENCIA E. DE MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS 28022 MADRID
SANITARIOS

SALIDA
N. de Registro: 15266 / RG 25122
Fecha: 06/11/2017 10:50:04
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o i DEPARTAMENTO
R R agencia espafiola de | DE MEDICAMENTOS
ANIDAD, SERVICIOS: SOCIALE m medicamentos y | DE USO HUMANO
i F A o productos sanitarios
ASUNTO: RESOLUCION DEL PROCEDIMIENTO DE CLASIFICACION DE

ESTUDIO CLINICO O EPIDEMIOLOGICO

DESTINATARIO: D2 M? PILAR BALLESTER FERRE

Vista la solicitud-propuesta formulada con fecha 30 de octubre de 2017, por D* M? PILAR
BALLESTER FERRE, para la clasificacion del estudio titulado “Caracterizacion del
deterioro neurolégico y la respuesta al tratamiento con Rifaximina en pacientes
con cirrosis hepatica y encefalopatia hepatica minima.” con codigo SER-HEP-
2017-05. y cuyo promotor es M? Desamparados Escudero Garcia, se emite resolucion.

El Departamento de Medicamentos de Uso Humano de la Agencia Espafola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), de conformidad con los preceptos
aplicables, " RESUELVE clasificar el estudio citado anteriormente como “Estudio
Posautorizacion de seguimiento prospectivo (abreviado como EPA-SP).

El promotor del estudio debera remitir solicitud de autorizacion del mismo @ a
todas aquellas Comunidades Auténomas en las que se pretenda llevar a cabo,
incluyendo la siguiente documentacion (una copia en papel y otra en formato
electrdnico).

e Carta de presentacion dirigida a los responsables de esta materia en la
Comunidad Auténoma® en la que se solicite la autorizacion del estudio e indique
la direccion y contacto del solicitante y la relacién de documentos que se
incluyent®.

¢ Resolucion de la AEMPS sobre la clasificacion del estudio

« Protocolo completo, incluidos los anexos, y donde conste el nimero de pacientes
que se pretenden incluir en Espafia, desglosado por Comunidad Auténoma.

s Dictamen favorable del estudio por un CEIC acreditado en Espanfa.

« Listado de Centros Sanitarios donde se pretende realizar el estudio, desglosado
por Comunidad Auténoma

« Listado de investigadores participantes en la Comunidad Auténoma.

e Siel estudio se pretende realizar en otros paises, situacion del mismo en éstos

« Documento acreditativo de haber satisfecho las tasas correspondientes, .en
aquellas CC.AA. donde se exijan. ’

CORREQ ELECTRONICO)
G/ CAMPEZO, 1 -EDIFICIO 8
farmacoepi@aemps.es 28022 MADRID
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DEPARTAMENTO

agencia espafiola de | DE MEDICAMENTOS
medicamentos y DE USO HUMANO
‘ productos sanltarios

El plazo maximo establecido para emitir resolucién por parte de cada CC.AA. sera
de 90 dias naturales. Si transcurrido el mismo la CC.AA. no se hubiese pronunciado, se
entendera autorizado el estudio en esa CC.AA.

Contra la presente resolucion que pone fin a la via administrativa podra
interponerse Recurso Potestativo de Reposicién, ante la Directora de la Agencia, en el
plazo de un mes a contar desde el dia siguiente a aquel en que tenga lugar la
notificacion de la presente resolucion.

Madrid, a 31|de octubre de 2017

EL JEFE DE DEPARTAMENTO DE
MED!CAMENT@S DE USO HUMANQ,

i

1 Son de aplicacion al presente procedimiento la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento Administrativo
Comiin de las Administraciones Publicas; la Ley 14/2000, de 29 de diciembre, de medidas fiscales, administrativas y
de orden social; Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de julio, por el que se aprueba el texto refundido de la Ley
de garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios; Real Decreto 1090/2015, de 4 de diciembre,
por el que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos, los Comités de Etica de la Investigacion con
medicamentos y el Registro Espafiol de Estudios Clinicos; el Real Decreto 1275/2011, de 16 de septiembre, por el
que se crea la Agencia estatal “Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios” y se aprueba su
estatuto; el Real Decreto 577/2013, de 26 de julio, por el que se regula ia farmacovigilancia de medicamentos de uso
humano y la Orden SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican las directrices sobre estudios
posautorizacién de tipo observacional para medicamentos de uso humano.

2 De acuerdo con la Orden SAS/3470/2009, de 16 de diciembre.

3 Directorio disponible en la pagina web de la AEMPS
hitp:./iwww.aemps.es/actividad/invClinical/estudiosPostautorizacion.htm)

4 En el caso de que el promotor no sea quien presente la documentacion, se debera incluir en la misma un
documento que indique las responsabilidades delegadas por el promotor a la persona o empresa que actta en su
nombre.

5 De conformidad con lo dispuesto en la Ley 39/2015, de 1 de octubre, o Recurso Contencioso-Administrativo ante el
Juzgado Central de lo Contencioso-Administrativo de Madrid, en el plazo de dos meses contados desde el dia
siguiente al de la notificacion de la presente resolucién, de conformidad con la Ley 29/1998, de 13 de Julio,
reguladora de la Jurisdiccion Contencioso-Administrativa, sin perjuicio de poder ejercitar cualquier otro recurso que
se estime oportuno. En caso de interponerse recurso de reposicion no podra interponerse recurso contencioso-
administrativo hasta la resolucién expresa o presunta del primero.

CORREQ ELECTRONICO!
C/ CAMPEZO, 1-EDIFICIO 8
farmacoepi@aemps.es 28022 MADRID





