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Resumen

La encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome neuropsiquiatrico complejo
potencialmente reversible que se produce en pacientes con disfuncion hepatica grave o
grandes comunicaciones portosistémicas. Basandose en esto, se han descrito dos tipos
de la misma, asociada a insuficiencia hepética o a inflamacion. Dentro de la EH una de
las entidades que maés dificultades diagnosticas presenta es la encefalopatia hepética
minima (EHM), que es la primera alteracion dentro del espectro de manifestaciones
clinicas del sindrome de la EH (el 84% de los pacientes cirroticos que desarrollan EH en
el seguimiento presentaban EH en el estudio basal). La prueba de la sobrecarga oral de
glutamina (SOG) ha demostrado predecir el desarrollo de EH y la mortalidad en

pacientes con EHM.

Objetivos

1°) Reinterpretar la definicion actual de la SOG, mejorando el rendimiento de la
misma para predecir Encefalopatia Hepatica. 2°) Definir el tipo de Encefalopatia
Hepatica (mecanismos inflamatorios vs. alteracion de la funcion hepatica) en funcion de

la respuesta a la Sobrecarga Oral de Glutamina.

Material y métodos

Anaélisis retrospectivo de 256 pacientes cirréticos a los que se les realiz6 la SOG
(ingesta de 10 g de glutamina). Se midi6 el amonio basal y a los 60 minutos de la
ingesta, obteniéndose ambos valores y la diferencia entre ellos (A amonio). Los puntos
de corte para el amonio basal (<78 mg/dL) y A amonio (<33 mg/dL) fueron
determinados mediante analisis ROC, clasificando a los pacientes en metabolismo
normal y alterado. Los pacientes fueron censurados a los 6 afios de seguimiento o tras

EH, trasplante o éxitus.

Resultados

256 pacientes cirroticos, 72.3% hombres con edad media de 57.48 afos. El
32.7% (83/256) sufrieron EH, el 8.7% (22/256) recibieron trasplante hepatico y el 18.9

XXI



% (48/256) fallecieron. El 36.2% (92/256) tuvieron un amonio basal mayor de 78
mg/dL y el 55% (137/256) tuvieron un A mayor de 33 mg/dL. Los pacientes con niveles
basales de amonio mayor de 78 mg/dL tuvieron mas episodios de EH (48.9% (45/92)
vs. 25.3 (41/162)) (log rank 22.901; p<0.0001) asi como los pacientes con A mayor de
33 mg/dL (47.4 % (65/137) vs.17% (19/112))(log rank 33.154; p< 0.0001).Los
pacientes con metabolismo basal y A alterados tuvieron mas episodios de EH (56.7%
(38/67)) que los que tenian solo una alteracion (34.45 (32/93)) o ninguna (15.9 %
(14/88)) (log rank 45.787; p<0.0001). En el analisis multivariante, tomando como
referencia los pacientes con metabolismo de amonio normal, los pacientes con
metabolismo del amonio parcialmente alterado (HR: 2.62 (95 % IC: 1.40-4.93);
p=0.03), los pacientes con metabolismo del amonio totalmente alterado (HR: 6.55 (95
% IC: 3.5-12.18); p=0.0001), la edad (HR: 1.030 (95% IC:1.006-1.054); p=0.014) el
Meld inicial (HR: 1.063 (95 % IC: 1.001-1.129); p=0.045) y la albumina (HR:0.99
(95% 1C:0.99-1.00); p=0.001) se asociaron de manera independiente con la EH. En los
pacientes con EH se analizaron los valores (media £ DS) de distintas variables por
grupos de metabolismo del amonio, es decir, valorando la respuesta a la SOG: se
observo que aquellos pacientes con EH y con una respuesta a la SOG normal, es decir,
con un metabolismo del amonio normal, presentan alterados aquellos pardmetros
analiticos asociados la inflamacion: presentan una edad mayor, mayores niveles de
glucosa y de insulina y, por tanto, de resistencia a la insulina, y valores superiores de
recuento leucocitario. Por otro lado, aquellos pacientes con EH y con una respuesta
alterada a la SOG, es decir con un metabolismo del amonio parcialmente alterado o
totalmente alterado, presentan alterados aquellos pardmetros asociados a disfuncion
hepatica: asi presentan valores mayores del indice MELD inicial, valores inferiores de
albumina sérica y de plaquetas y valores superiores de enzimas hepaticas (AST y ALT),
de bilirrubina total y de INR.

Conclusiones.

1°) La sobrecarga oral de glutamina permite identificar pacientes en riesgo de
encefalopatia hepatica. La combinacion de los valores de amonio basal (> 78 ug/dL) y
el incremento tras la sobrecarga (delta > 33 pg/dL) permite establecer distintos grupos

de riesgo para el desarrollo de EH. 2°).La Sobrecarga Oral de Glutamina permite
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identificar dos tipos de encefalopatia hepatica, una asociada con disfuncion hepatica y
por tanto con alteracion del metabolismo del amonio y un segundo tipo asociado a
inflamacion y a resistencia a la insulina. 3°) La Sobrecarga Oral de Glutamina es una

prueba segura y bien tolerada por los pacientes.
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1.- Introduccién

1.1- CIRROSIS HEPATICA

1.1.1.- Definicién

Se puede definir la cirrosis hepatica como un “sindrome anatomoclinico” que
corresponde a la fase terminal de la mayoria de las enfermedades hepaticas crdnicas
progresivas, de cualquier etiologia, que tienen una historia natural con frecuencia larga
(Garcia Buey y cols., 2012). Desde el punto de vista anatomopatoldgico, se caracteriza
por desestructuracion de la arquitectura lobulillar de carécter difuso, formacion de
septos fibrosos y nddulos de regeneracion estructuralmente anormales y con una

alteracion de la anatomia de la vascularizacién hepatica y de la microcirculacién

(Figura 1y 2) (Anthony PP y cols., 1978).

Figura 1 Figura 2
Figura 1: Histologia Hepatica: Cirrosis micronodular.
Figura 2: Histologia Hepética: Tabiques fibrosos con infiltracion linfo-histiocitaria, nédulos de

hepatocitos de disposicion trabecular, desordenada con signos regenerativos.



1.1.2.- Epidemiologia

Se estima que la cirrosis hepatica causa aproximadamente un millon de muertes
al afio en todo el mundo. En Europa y Estados Unidos la prevalencia es de unos 250
casos al afio por cada 100.000 habitantes. Dicha prevalecia es dos veces mayor en
hombre que en mujeres. En Espafia la prevalencia se calcula entre el 1 y 2% de la
poblacion, con una frecuencia mayor en varones a partir de los 50 afios. La cirrosis
afecta a millones de pacientes en todo el mundo y en su evolucidon aparecen
complicaciones importantes que se asocian a una mortalidad aproximada del 50% a los

5 afios.

1.1.3.- Etiologia

En los paises occidentales aproximadamente el 90% de los casos se deben a tres
causas principales: al abuso de alcohol, a la enfermedad por higado graso no alcohdlico
(EHNA) y a la hepatitis virica cronica. A nivel mundial, existen mas de 400 millones de
enfermos infectados por hepatitis crénica por el virus de la hepatitis B (VHB) y C
(VHC) representando la causa mas importante de cirrosis hepética (Hatzakis y cols.,
2011). Existe un 10% de cirrosis de causa desconocida (cirrosis criptogénica), de las
cuales aproximadamente el 70% se desarrollan en el contexto de resistencia a la insulina
y sindrome metabdlico, mientras que el 30% restante parece estar relacionada con

mecanismos autoinmunes.



Metabdlico-tdxica | Alcohol, EHNA, Inducida por farmacos (arsénico, metotrexato,
isoniazida, amiodarona, alfa-metildopa).

Infecciosa VHB, VHC, VHD, Eschistosomiasis.

Hepatitis autoinmune, Colangitis Biliar primaria, Colangitis
autoinmune, Colangitis Esclerodérmica, Colangitis asociada a

Autoinmune 1gGA4.
Genético- Hemocromatosis hereditaria, Enfermedad de Wilson,
Hereditaria Déficit de Alfa-1 antitripsina, Porfiria cutanea tarda,

Enf. por depdsito de glucdgeno, Galactosemia, Tirosinemia,
Abetalipoproteinemia, Fibrosis quistica.

Insuficiencia cardiaca cronica derecha, Pericarditis constrictiva
Vascular cronica, Sd. de Budd-Chiari, Sd. de obstruccion sinusoidal,
Enf. de Rendu-Osler-Weber, Colangiopatia isquémica.

Criptogenética

Tabla 1.- Etiologia de la cirrosis hepatica

1.1.4.- Historia Natural

La historia natural de la cirrosis hepatica comienza con una primera fase
asintomatica, denominada cirrosis compensada, de duracién variable y en la que la
funcion hepatica se mantiene conservada. En esta fase los pacientes pueden desarrollar
hipertensién portal y varices esofagicas (Benvegnu L y cols., 2004; D’Amico G y
cols., 2006). A medida que la enfermedad progresa y se desarrolla mayor grado tanto de
hipertension portal como de deterioro de la funcion hepatica aparecen las
complicaciones de la cirrosis descompensada: ascitis, hemorragia por varices,
encefalopatia hepatica y/o ictericia (D’Amico G y cols., 2006). En esta ultima fase, la
gravedad viene definida por la presencia de hemorragia por varices recurrente, ascitis
refractaria, peritonitis bacteriana espontanea y/o sindrome hepatorrenal. La tasa de

transicion del estado compensado a descompensado es del 5-7% por afio y una vez que




aparecen las complicaciones menos del 20% de los pacientes presentan una

supervivencia de 5 afios (D’Amico G y cols., 2006; Garcia-Tsao y cols., 2009;

Schuppan y cols., 2013; Liou y cols., 2014).

El pronostico de la enfermedad se establece en base a dos escalas de funcion

hepatica:

1°) Child-Pugh: Es la mas utilizada y permite establecer un prondstico de la

gravedad del proceso y adoptar las medidas terapéuticas mas adecuadas. Se puntta con

un numero y una letra dependiendo de la gravedad (Child and Turcotte, 1964).

Clasificacion de Child-Pugh

Parametros/Puntos 1 punto 2 puntos 3 puntos
Bilirrubina <2 mg/dL 2-3 mg/dL > 3 mg/dL
Albumina > 3.5 mg/dL 2.8-3.5 mg/dL < 2.8 mg/dL
Tiempo de > 50% 30-50 % < 30%

Protrombina INR<1.7 INR 1.7-2.3 INR>2.3
Ascitis No Leve Moderada-grave o
con diureticos
Encefalopatia No Grado I-I1 Grado -1V
hepatica
Tabla 2.- Clasificacion de Child-Pugh
CHILD A <6 PUNTOS
CHILD B 7-9 PUNTOS
CHILD C > 10 PUNTOS

Tabla 3.- Puntuacién de Child-Pugh.




2°) MELD (Model for End-stage Liver Disease): es un indice pronostico
aplicable en la fase avanzada de la cirrosis y se aplica principalmente en la priorizacion

de pacientes para trasplante hepéatico (Kamath y cols., 2001).

indice MELD

MELD= 9,6 x [Ln creatinina (mg/dl)] + 3,8 [Ln bilirrubina (mg/dl)] + 11,2 [Ln INR] + 6.4

Tabla 4.- indice MELD

1.1.5.- Métodos diagnosticos
El diagndstico de cirrosis se basa en la combinacion de la clinica, técnicas de
imagen, marcadores bioquimicos y hallazgos histoldgicos. La biopsia hepética ha sido
tradicionalmente el “Gold Standard” para el diagndstico de esta entidad. Se trata de un
método invasivo, no exento de complicaciones y con ciertas dificultades técnicas. Por
esta razon, en los dltimos afios hemos asistido a la proliferacion de métodos no

invasivos, tanto por imagen como Séricos.

Nodulos con disposicién trabecular, desordenados con
Biopsia hepatica signos de regeneracion.

Septos fibrosos con infiltracion linfo-histocitaria.
Proliferacion de conductillos biliares.

Ultrasonografia.

Técnicas de imagen Elastografia de transicion.

Analisis optico de imagenes por
Tomografia Computerizada.
Resonancia Magnética Espectroscopica.
Resonancia Magnética Elastografica.

Tabla 5.- Métodos diagndsticos cirrosis hepatica




Existen también una serie de indices séricos que son marcadores de fibrosis
avanzada (estadios F3-F4) que, aunque no son especificos de cirrosis, incluyen a la

misma como fase final del proceso de fibrosis.

Indirectos
Relacion AST/ALT
indice Forns
indice APRI
FIB-4
Fibrotest
Marcadores séricos de HGM1y HGM2
fibrosis avanzada Indice de Sydney

Directos
Acido hialuronico
Péptido N amino terminal del procolageno
Inhibidores tisulares de las metaloproteinasas tipo |
ELF
Hepascore

“Algoritmo matematico, propuesto por el Grupo Europeo de Fibrosis Hepatica, que
combina entre si varios marcadores directos: Acido hialurénico, péptido amino
Terminal del procolageno e inhibidores titulares de las metaloproteinasas tipo .

Tabla 6.- Marcadores séricos de fibrosis avanzada.

1.2- ENCEFALOPATIA HEPATICA

1.2.1.- Definicién

La encefalopatia hepéatica (EH) es un sindrome neuropsiquiatrico complejo,
potencialmente reversible (Cortés L y cols., 2012), que se produce en pacientes con
hepatopatia cronica avanzada y/o en pacientes con grandes shunts o colaterales
portosistémicas, y fallo hepatico fulminante. Se caracteriza por manifestaciones en las
areas cognitiva, emocional, de la personalidad, de la actividad motora, de la memoria y

de la conciencia (Aguilar J., 2012). Ademas se acompafia de curso clinico fluctuante




con manifestaciones derivadas del edema cerebral y del estrés oxidativo, alteraciones en
el electroencefalograma, imagenes de acumulacion de manganeso en cerebro (Krieger
D y cols., 1995; Saito H y cols., 1995) y aparicion de cambios morfologicos en los
astrocitos (astrocitos tipo 1l de Alzheimer) (Finlayson MH vy cols., 1981; Norenberg

MD., 1987).

1.2.2.- Epidemiologia

La EH es una de las complicaciones mayores de la cirrosis hepatica, afectando
aproximadamente a un tercio de los pacientes cirréticos (Romero-Gémez M y cols.,
2014). Su incidencia y prevalencia, por tanto, estd altamente relacionada con la
gravedad de la enfermedad hepética subyacente (Rikkers L y cols., 1978; Riggio O y
cols., 2011).

La exactitud de los datos en cuanto a incidencia y prevalencia se refiere estan
influeciados también por dos factores a tener en cuenta. Por un lado, con frecuencia las
manifestaciones clinicas no son muy evidentes, lo que dificulta el diagnostico de la
enfermedad y, por otro lado, existen maltiples herramientas para la deteccion de la EH.
Estos hechos hacen que, con frecuencia, no haya homogeneidad en los datos, pudiendo,
pues, influir en la tasa de registro de los mismos. (Vilstrup H y cols., 2014).

La prevalencia de EH en el momento de diagndstico de cirrosis oscila entre
10% — 14% (Saunders JB y cols., 1981; Jepsen P y cols., 2010) alcanzando el 16% —
21% en aquellos pacientes con cirrosis descompensada (D’Amico G y cols., 1986;
Coltorti My cols., 1991; Nolte W y cols., 1998; Papatheodoridis GV y cols., 1999).

El riesgo de presentar un primer episodio de EH dentro de los 5 primeros afios

tras el diagndstico de cirrosis es del 5% a 25% y depende de la presencia de factores



precipitantes, como otras complicaciones de la cirrosis y probablemente diabetes y

hepatitis C (Bustamante Jy cols., 1999; Watson H y cols., 2013).

1.2.3.- Patogenésis

Se han descrito multiples etiologias y mecanismos fisiopatoldgicos involucrados
en el desarrollo de EH y, aunque todavia se desconocen muchos aspectos, todos los
autores coinciden gque estamos ante una entidad compleja de origen metabdlico.

El mecanismo fundamental es la llegada al cerebro de sustancias nitrogenadas
procedentes mayoritariamente de la digestion intestinal, sin la depuracién que se
produce a su paso por el higado dando lugar a los signos y sintomas caracteristicos de la
EH.

El origen de los factores que producen afectacion cerebral y conducen a la EH
ha sido, y sigue siendo, muy discutida. Aunque la hiperamoniemia ha sido considerada
como la piedra angular en el desarrollo de la EH, en los Gltimos afios han aparecido
otras teorias que implican factores como la respuesta inflamatoria sistémica o factores

genéticos que interaccionarian con el amonio en la patogénesis de la EH.

1.2.3.1- Papel del amonio en la patogénesis de la Encefalopatia Hepatica
1.2.3.1.1.- Fisiologia del metabolismo del amonio
El amonio es un producto toxico del metabolismo nitrogenado sintetizado a
partir de la degradacion de aminoacidos y de otros compuestos que contienen nitrogeno.
La palabra amoniaco deriva del latin “ammoniacus” y esta del griego
“opuwviaxov” que significaba “del oasis de Ammoén” (divinidad egipcia). Los

sacerdotes en el templo de Siwa, dedicado al Diés Ammon, preparaban un compuesto,



cloruro aménico, a partir del estiércol de camello, que usaban como combustible. Con el
tiempo, en las paredes y techos del templo se formaban unas sales que recibieron el
nombre de “sal ammoniaca” en referencia al dios egipcio.

La molécula del amoniaco esta constituida por un atomo de nitrégeno y tres
atomos de hidrégeno (NHzs). Su catién asociado es el amonio (NH4"). En los liquidos
bioldgicos el i6n amonio es, en situaciones basales (pH fisiologico de 7.4), la forma méas
abundante (98%) mientras que el amoniaco supone solo un 2%. En el liquido
intracelular, donde el pH es de aproximadamente 7 podemos encontrar incluso
fracciones mas pequefias de amoniaco. A medida que se produce un aumento de pH
aumenta también la fraccién de amoniaco. Portanto, como las membranas bioldgicas
son mucho méas permeables a las moléculas no ionizadas (mas liposolubles) que a las
ionizadas, tan s6lo el amoniaco libre difundird a través de ellas. Este hecho va a tener
una especial importancia en el caso de la barrera hematoencefélica ya que el amonio
libre es un importante agente neurotoxico y su acumulacion se asocia a disfuncion y
dafo cerebral.

Los valores de referencia en sangre venosa en sujetos sanos son <94 ug/dL en
varones y < 82 pg/dL en mujeres.

El metabolismo del amonio depende principalmente de tres reacciones

metabdlicas:

A) Ciclo de la Urea: Mediante la sintesis de urea se produce eliminacion de

amonio (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de la urea.

B) Sintesis de glutamina mediante la accién de la glutamina sintetasa (Figura
4).

BIOSINTESIS GLUTAMINA

H
.o Ha o
N—G—c] R
ICH amingtransferasa Ha oH o~ Glutamina sintasa H, GH, o
,
T CH
cC=0 (|:H2 [
| LC. A
Ccoo -0 "o N o
H2
a-cetoglutarato glutamato

glutamina

Figura 4: Sintesis de glutamina.

10



C) Desaminacion de glutamina mediante la accion de la enzima glutaminasa

(Figura5).
DEGRADACION GLUTAMINA
H
H’N7$7C\o* Ithlzfc\ CH
S glutaminasa . o ina deshidrogenasa
TH, : CH, Glutamina idrogen. C|7Hz
?Hz (‘;Hz C=0
c C. i
N O o o COoOo
H?
glutamina glutamato a-cetoglutarato

Figura 5: Desaminacion de glutamina

Las fuentes principales de amonio en sangre son tres: la absorcion intestinal, la
sintesis hepatica y otras rutas metabdlicas, siendo la principal la absorcion intestinal.

Aunque durante la segunda mitad del siglo XX se publicé que la mayor parte del
amonio provenia de la degradacion proteica y de la urea procedente de la dieta y que
era llevado a cabo por las bacterias intestinales del colon (Wolpert y cols., 1970), en la
actualidad se sabe que en el colon sélo hay un 15% de la actividad total de la
glutaminasa, encontrandose aproximadamente un 84% de la actividad en el intestino
delgado, fundamentalmente en el duodeno (Olde DaminK y cols., 2002). En es6fago y
estdbmago se detecta una actividad residual o nula. (James y cols., 1998).

La enzima glutaminasa cataliza la hidrolisis de la glutamina para dar glutamato,
energia, sintetizar nucleotidos y amonio. Existen dos tipos: Glutaminasa fosfato
dependiente (GAP) y Glutaminasa indenpendiente de fosfato.

Dentro de las GAP, aunque se han descrito varias, hay tres isoformas
principales: K, L y C. La isoforma K (Kydney) se encuentra en el rifidn, el cerebro y las

vellosidades intestinales. La isoforma L (Liver) Gnicamente se halla en el higado. La
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isoforma C (cell) esta presente en las células mononucleares de sangre periférica
(Cichoz-Lach Hy cols., 2013; Rose CF., 2012).

La desaminacion de la glutamina en el intestino se produce principalmente por la
glutaminasa mitocondrial fosfato dependiente tipo renal. La actividad de esta enzima se
encuentra casi cuatro veces mas elevada en pacientes con cirrosis hepética en
comparacion con controles sanos (Romero-Gémez y cols., 2004). Esta actividad de la
glutaminasa correlaciona con la Encefalopatia Hepatica Minima (EHM) (la actividad de
la glutaminasa esta mas elevada en los pacientes con EHM y con una prueba de
Sobrecarga Oral de Glutamina (SOG) alterada que son pacientes de alto riesgo para
desarrollar EH y por tanto menor supervivencia) (Romero-Gomez y cols., 2004).

Por tanto, la produccién intestinal de amonio, que a su vez depende de la accion
de la glutaminasa, va a ser la responsable fundamental de los niveles en sangre de
amonio (una pequefia proporcion de los mismos se debe a la aportacién renal que
también posee actividad glutaminasa). Asi, el amonio producido en el intestino alcanza
el higado via portal. En los hepatocitos portales el 80% del amonio es detoxificado
mediante el ciclo de la urea. En algunos casos el amonio también puede ser
metabolizado por la glutamina sintetasa localizada en los hepatocitos pericentrales
produciéndose glutamina (Cieko-Michalska 1 y cols., 2012). En la cirrosis hepaética, la
detoxificacion del amonio tiene lugar en el misculo mediante la sintesis de glutamina
por la glutamina-sintetasa.

En condiciones normales, el amonio se elimina a través de la orina (un tercio) o
pasando a la circulacién sistémica (dos tercios restantes).

A nivel de la barrera hematoencefalica, en presencia de un pH alcalino, el
amoniaco en exceso la atraviesa provocando el conjunto de alteraciones estructurales y

funcionales que explican la mayoria de las manifestaciones clinicas de la EH. El
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mecanismo fundamental de dichas alteraciones es debido al metabolismo cerebral del
amonio. Este metabolismo cerebral depende sobre todo de la enzima glutamina
sintetasa, que se encuentra en los astrocitos y se encarga de sintetizar glutamina a partir
de glutamato y amonio. En condiciones normales, la glutamina tiene una concentracion
aproximada de 0.5 mmol/L en el intersticio cerebral (O"Kane RL y cols., 2003), que
puede llegar hasta los 9 mmol/L (Bjerring y cols., 2008) con la llegada continua de
amoniaco. Se produce, entonces, una saturacion del transportador endotelial de N-
aminoacido encargado de sacar la glutamina y provocando una acumulacién de ésta en
el citoplasma y las mitocondrias donde tras ser hidrolizada volvera a provocar altos
niveles de amonio (Ott y cols., 2014). En esta situacion de hiperamoniemia se produce
también un aumento en la estimulacién de los receptores NMDA de glutamato que
provoca la entrada de calcio en la célula y la activacion de la calmodulina que a su vez
estimulard la actividad 6xido nitrico sintetasa. Este o0xido nitrico difunde hasta el
astrocito donde blogueara la actividad de la glutamina sintetasa inhibiendo la via de
detoxificacion del amonio. Todo esto va a provocar estrés oxidativo y nitrosativo,
aumentando la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Hipdtesis
denominada como Caballo de Troya la EH) (Rama Rao y cols., 2014).

El acimulo de glutamina lleva a un desequilibrio osmoético que genera edema de
los astrocitos (Haussinger D y cols., 2000; PraKash R y cols., 2010). Tras una larga
exposicion al amoniaco, los astrocitos cambian su morfologia en los astrocitos de
Alzheimer tipo Il (el nmero de ellos guarda correlacion con el grado de la EH). Por
otro lado, la hiperamoniemia también produce especies reactivas del oxigeno que
favorece el edema de los astrocitos. Debido a este edema, se producen cambios en la
neurotransmision excitatoria e inhibitoria de los neurotrasmisores GABA, glutamato y

glicina lo que podria explicar algunos sintomas de la EH.
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Figura 6.- Fisiopatologia del amonio
1.2.3.1.2.- Papel de la hiperamoniemia en la Encefalopatia Hepatica
A fianles del siglo XIX (1893) Hahn y cols describen cuadros de estupor,
desorientacién y coma en perros sometidos a derivacion porto-cava a los que se les
administraba una dieta rica en proteinas. Esta relacion entre niveles elevados de amonio
y presencia de alteraciones en la conducta de pacientes cirroticos se describe por

primera vez en 1952 (Philips y cols., 1952; McDemrmott y cols., 1954).

El papel de la hiperamoniemia en la EH se puede demostrar por:
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1)

2)

3)

4)

5)

La concentracion de amonio en sangre es mayor en los pacientes con EH que
en los controles sanos, existiendo una relacion directamente proporcional entre
los valores de amonio y el grado de gravedad de la EH (Ong y cols., 2003).
Factores como la respuesta inflamatoria sistémica y el adecuado
funcionamiento de la barrera hematoencefalica podrian modular el dafio
cerebral que provoca la hiperamoniemia.

Una toxicidad cronica por amonio a nivel neuronal o de los astrocitos se ha
relacionado con alteracion de la neurotransmision glutamatérgica
(Butterworth RF., 1996).

Los niveles de glutamina en liquido cefalorraquideo se correlacionan con el
grado de encefalopatia, ya que el acimulo de glutamina produce
edematizacion de los astrocitos provocados por el desequilibrio osmético que
se produce y que da lugar a gran cantidad de mecanismos implicados en la EH.
(Haussinger Dy cols., 2000).

A nivel cerebral el amonio es principalmente metabolizado en los astrocitos.
En el examen microscépico de pacientes cirréticos se observa una hiperplasia
de los astrocitos de la corteza cerabral. Estos astrocitos se denominan
astrocitos tipo Il de Alzheimer y se caracterizan por dilatacion
protoplasmatica, nucleo bilobulado con contornos irregulares y aspecto
“aguado”, marginacion de la cromatina y un nucleolo prominente (Finlayson
MH vy cols., 1981; Norenberg., 1987; Gregorios y cols., 1985).

La espectroscopia por resonancia magnética (RME) de pacientes cirréticos
muestra un patrén caracteristico con disminucion de las concentraciones de

mioinositol y colina y una elevacién de la intensidad correspondiente a
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6)

7)

16

glutamato y glutamina (Haussinger D y cols., 1994; Geissler Ay cols., 1997;
Taylor- Robinson y cols., 1996).

La neurotoxicidad del amonio es potenciada por distintos factores de la
respuesta inflamatoria sistémica (factor de necrosis tumoral (TNF) y citoquinas
como IL-6 e IL 1o (Haussinger y cols., 2002; Jalan y Kapoor., 2003). Se ha
observado que los niveles de TNFa estdin mds elevados en pacientes con
cirrosis que en sujetos sanos, encontrdndose ademas una correlacion positiva
entre sus niveles y la severidad de la EH (Odeh y cols., 2004). El TNFa
influye ademas en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica, lo que
favorece la difusion de amonio (Krabbe y cols., 2005). De forma similar, los
niveles de IL-6 se van a correlacionar con la presencia de EHM y su grado de
severidad (Montoliu y cols., 2009), asi como con la modulacion de la funcién
cognitiva (Weaver y cols., 2002). Este aumento de amonio induce también en
las neuronas la sintesis de 6xido nitrico que puede inactivar la detoxificacion
del amonio, aumentando su toxicidad.

La diabetes mellitus (DM) y la Resistencia a la Insulina (RI) también pueden
tener una especial relevancia en la patogenia de la EH. Por un lado, la DM
parece que es capaz de modular la glutaminasa. Watford y cols., 1984
observaron que la actividad de la glutaminasa estaba aumentada en el rifién, en
el higado y en el intestino delgado de ratas con diabetes. Estas ratas
presentaban un aumento del tamafio del intestino delgado, tipico de la diabetes,
que les permitia aumentar en 10 veces la capacidad de catabolizar la glutamina
(Watford y col., 1984). Por otro lado, en el pancreas endocrino estan presentes

la glutaminasa tipo renal (en las células o) y la glutaminasa de tipo hepético

(en las celulas B) por lo que el sistema glutamatérgico podria alterar la



secrecion de insulina y glucagon. Ademas, la DM vy la RI se caracterizan por la
liberacion de citoquinas proinflamatorias, sobre todo TNFa e IL-6, lo que da
lugar a un aumento de la respuesta inflamatoria sistémica (Basu y cols., 2011).
También la resistencia a la accion de la insulina podria fomentar e incrementar
el catabolismo proteico y, por tanto, la produccién de amonio debido a que la
insulina es capaz de estimular la sintesis e inhibir la degradacion proteica en
los tejidos periféricos. Finalmente, la DM se acompafia con frecuencia de
neuropatia del sistema nervioso autbnomo, lo que supone un enlentecimiento
del transito intestinal, que provoca estrefiimiento y aumento de la traslocacion
bacteriana (Sigal y cols., 2006), hechos bien conocidos como precipitantes de

EH.

Por tanto, es evidente que ante una alteracion importante de la funcion hepética la
eliminacién del amonio se compromete seriamente. El exceso que llegue al torrente
circulatorio pasa al cerebro a traves de la barrera hematoencefalica, dando lugar a
diversos cambios que afectan a multiples sistemas de transmisién nerviosa. Esto se
acentua si se acompafia de un aumento de pH, ya que en estas condiciones se produce
un incremento de la forma no ionizada, que es mucho méas permeable a la membrana

celular.

1.2.3.2.- Papel de la inflamacidn en la encefalopatia hepatica.

Ademas del amonio, existen también claras evidencias del papel de la respuesta
inflamatoria sistémica en el desarrollo de la EH. Como ya se ha comentado
anteriormente, la permeabilidad de la BHE, constituida fundamentalmente por células

endoteliales y astrocitos, juega un papel clave en dicho proceso. Ante cualquier proceso
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inflamatorio, las células de la microglia se activan y los astrocitos liberan citoquinas
inflamatorias como la IL-6 y TNF o. En el afio 2004 Odeh y cols. publicaron que los
niveles de TNF o eran superiores en pacientes con EH frente a controles sanos,
existiendo una correlacién directamente proporcional entre sus niveles y la severidad de
la EH, de tal forma que a mayor nivel de TNF existe EH de mayor grado. A su vez, el
TNF también aumenta la permeabilidad de la BHE contribuyendo asi a aumentar el
paso del amonio al cerebro. Cinco afios méas tarde, en el afio 2009, Montoliu y cols
publicaron como tambien los niveles de IL-6 se relacionaban con el desarrollo de EHM.

La DM vy la RI también favorecerian la liberacion de citoquinas, como el TNF o
y la IL-6, lo que provocaria un aumento de la respuesta inflamatoria sistémica. Al
mismo tiempo, esta respuesta a la insulina, aumentaria el catabolismo proteico lo que en
ultimo lugar llevaria a un aumento de la produccion de amonio.

Los procesos inflamatorios también estan producidos por infecciones bacterianas
que son relativamente frecuentes en los pacientes cirréticos debido a la disfuncion
inmunoldgica propia de estos pacientes. En este contexto, hablamos de translocacion
bacteriana, definida como el paso de bacterias desde la luz intestinal, sin rotura de la
integridad de la mucosa intestinal, a sitios extraintestinales, como ganglios linfaticos
mesentéricos, sangre, liquido ascitico o pancreas (Meyer Sy cols., 1994; Deitch EA 'y
cols., 1994; Llovet Jm y cols., 1994; Runyon y cols., 1994; Garcia-Tsao y cols.,
2001). Se han implicado tres mecanismos favorecedores de la translocacion bacteriana:

1°) Alteracién en el normal equilibrio bacteriano de la flora intestinal, sobre todo el
sobrecrecimiento bacteriano por bacilos aerobios gramnegativos.

2°) Disfuncion de los mecanismos de defensa inmunolégica del huésped.

3% Alteracion de la barrera intestinal con un aumento asociado de la permeabilidad

intestinal a las bacterias.
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La principal consecuencia de esta translocacion bacteriana es la predisposicion
al desarrollo de infecciones (Albillos y cols 2001). En 1998, O"Boyle y cols publicaron
un estudio en el que incluyeron 448 pacientes intervenidos mediante laparotomia y
analizaron la incidencia de traslocacion bacteriana y su relacion con el desarrollo a
posteriori de infecciones bacterianas. La incidencia de traslocacion bacteriana fue del
15,4 % y encontraron como factores predisponentes de la misma la edad superior a 70
afios, el caracter urgente de la cirugia y la presencia de obstruccién intestinal distal. El
41% de los pacientes con translocacion bacteriana presentaron infeccion bacteriana en
el postoperacion frente al 19% sin translocacion, lo que apoya el papel de la misma en
el desarrollo de infecciones.

En el afio 2001, Ciera y cols demostraron que la cirrosis favorecia la aparicion
de traslocacion bacteriana y que, ademas, es mas frecuente en aquellos pacientes con un
mayor deterioro de la funcion hepatica, siendo dicha translocacion fundamental para
explicar la patogenia de las infecciones bacterianas en la cirrosis, especialmente la
peritonitis bacteriana espontanea.

Los mecanismos por los cuales la translocacion bacteriana contribuiria al
deterioro hepatico e inmunoldgico de la cirrosis estd asociado a la liberacion de
citocinas con la consiguiente respuesta inflamatoria como consecuencia del paso de
bacterias o sus endotoxinas a la circulacion sistémica.

La DM tambien puede contribuir a este proceso, ya que suele ir acompafada de
neuropatia autondémica que provoca un enlentecimiento del transito intestinal,

estrefiimiento y, por tanto, un aumento de la translocacion bacteriana.
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Figura 7: Patogénesis de la EH

1.2.3.3.- Marcadores genéticos en el gen de la glutaminasa.

Si bien la EHM condiciona un riesgo mayor de encefalopatia hepatica clinica, no
todos los pacientes la desarrollan. ElI 40% de los cirréticos que tienen EHM no
desarrollan EH clinica después de un periodo largo de seguimiento (Romero-Gomez y
cols., 2001). En pacientes cirroticos que presentan funcion hepatica similar y con
complicaciones asociadas con el desarrollo de encefalopatia hepatica, la aparicién de
esta complicacion podria depender de la existencia de factores genéticos que regularan
en parte dicho riesgo (Jover y cols., 2009).

De hecho, se han identificado varios polimorfismos en el promotor del gen de la
glutaminasa tipo renal en ratas que inducen una funcionalidad enzimatica de hasta 10
veces mas que los esperados con promotores normales (sin presentar estos
polimorfismos) (Taylor y cols., 2001).

El gen de la glutaminasa humana tiene asignado el nimero 138280 en la “Online
Mendelian Inheritance in Man database of human genes and genetic disorders” de la

Universidad Johns Hopkins University y el nimero 014905 en el “Gen-Bank database
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of nucleotide sequences” del Centro Nacional de Informacion Biologica de U.S. Se
encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 2 (2932-g34) y consta de 84675
pares de bases con 18 exones. Se han descrito tres isoformas que se originan en un
mismo locus y que representan tres transcritos que se producen por maduracion
alternativa tejido-especifica a partir de un Unico acido ribonucleico mensajero (ARNm)
original (Modi y cols., 1991).

En la poblacion espafiola se ha descrito la existencia de un bloque de ligamiento
genético que cubre toda la secuencia gendmica del gen de la glutaminasa. Al estudiar
cuatro polimorfismos distribuidos a lo largo de todo el gen de la glutaminasa se ha
demostrado la relacién entre las alteraciones genéticas y el riesgo de EH. Cuando se
combinan estos cuatros polimorfismos se generan dieciséis posibles haplotipos, de los
cuales tan so6lo cinco de ellos superan el 1% de frecuencia en la poblacion caucésica.

En el afio 2010, Romero-Gomez y cols. publicaron un trabajo, que incluy6 a
286 pacientes cirroticos (109 en la cohorte de estimacion y 177 en la cohorte de
validacion) y 107 sujetos controles sanos, en el que identificaron distintas mutaciones
en la region promotora del gen de la glutaminasa relacionadas con el desarrollo de EH
en pacientes cirréticos. Por un lado, la presencia de TACC (rs37771310-intron 6,
rs6743496-intron 7, rs2883713-9 y rs3088307-3UTR) se postulé como un factor
protector frente al desarrollo de EH (OR: 0.34; IC 95% 0.13-0.90; p=0.03) asociado a
una mejor conservacion de la funcion hepatica (valorada por la escala MELD). En
segundo lugar, se detectd un microsatélite (repeticion de pares de bases) localizado en la
region del promotor (5°UTR) que se definié como 16XGCA. En funcion del nimero de
repeticiones, los alelos se agruparon en microsatélites cortos (n<14) y microsatélite
largo (n>14). Los pacientes que presentaban 2 alelos largos del microsatélite en la

cohorte de estimacion (R: 3.12 (IC del 95%: 1.39-7.02) y en la cohorte de validacion
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(R: 2.1 (IC del 95% 1.17 a 3.79) mostraron un mayor riesgo de EH. Estos datos fueron
apoyados por estudios funcionales, ya que se observd una mayor actividad de la
luciferasa en células transformadas con la forma larga de los microsatélites, lo que
sugirio que el largo de los microsatélites aumenta la actividad transcripcional de la
glutaminasa (Romero-Gémez y col., 2010).

El haplotipo TACC se asocia con una mejor funcion del higado, con una menor
produccion de amonio a nivel intestinal y con un menor riesgo de encefalopatia
hepética. En pacientes con encefalopatia hepéatica aguda el haplotipo protector (TACC)
aparece sélo en un 2,6% de los pacientes mientras que en pacientes cirréticos sin riesgo
de encefalopatia (esto es, con sobrecarga oral de glutamina y pruebas psicométricas
normales) se detectd en un 26% y en aquellos pacientes cirrticos con riesgo de

encefalopatia en un 9,3% (Jover y cols., 2009).

1.2.4.- Clasificacion
En el afio 2014, la AASLD (American Association for the Study of Liver Diseases)
y la EASL (European Association for the Study of the Liver) publicaron una guia
conjunta de practica clinica para el manejo de la EH en la que se propone una
clasificacion de la misma basada en cuatro ejes o criterios:
1) Segun la enfermedad subyacente.
2) Segun la severidad de las manifestaciones.
3) Segun su evolucion en el tiempo.
4) Segun la existencia o no de un factor precipitante.
1.- Seguin la enfermedad subyacente (Tabla 7):
e A) Encefalopatia tipo A: Se presenta en individuos con enfermedad aguda del

higado que progresa a fallo hepatico fulminante.
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B) Encefalopatia tipo B: Se presenta en pacientes con comunicaciones porto-
sistémicas sin disfuncion hepatica.
C) Encefalopatia tipo C: Se presenta en pacientes que tienen enfermedad crénica

avanzada, cirrosis, con hipertension portal y comunicaciones porto-sistémicas.

Descripcion

A | Encefalopatia asociada a fallo hepatico agudo

B | Encefalopatia asociada a derivacion portosistémica sin  enfermedad
hepatocelular intrinseca

C | Encefalopatia asociada a cirrosis y a hipertension/derivacion portosistémica

Tabla 7.- Clasificacion de la EH segun la enfermedad subyacente.

2.- Segun la severidad de las manifestaciones (Tabla 8):
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CLASIFICACION

CLINICA

DESCRIPCION

CRITERIOS
DIAGNOSTICOS

Minima

No hay evidencia clinica
de la enfermedad, pero si
alteracion de las pruebas
neurofisioldgicas y test
psicomeétricos

Alteracion de las
pruebas sin clinica.
No hay criterios
universales de
diagnostico.

Grado |

Grado 11

Grado 11l

Grado IV

- Pequefia disminucion de
conciencia.
- Euforia o ansiedad.
-Disminucion de la

capacidad de
concentracion.

- Dificultad en las sumas y

restas

- Alteracion del ritmo del

suefio.

El paciente parece
tener algin deterioro
cognitivo / conductual
(segun criterio de los
clinicos o de sus
familiares) aunque esta
orientado en el espacio
y el tiempo.

Los hallazgos clinicos
pueden no ser
reproducibles.

- Letargo o apatia.
- Desorientacion en el
tiempo

- Cambios de personalidad
evidente.

-Comportamiento
inadecuado
- Dispraxia
- Asterixis

Desorientado en el
tiempo (error en al
menos tres: dia

semana, dia mes, mes,
temporada o afio) mas
algunos de los otros
sintomas (los hallazgos
clinicos pueden en
parte ser reproducidos)

- Somnolencia/Estupor
- Respuesta a estimulos
- Confuso/desorientado

- Comportamiento extrafio | estado, region, lugar)

Desorientado en el
tiempo (error en al
menos tres: pais,

mas alguno de los

otros sintomas que en

parte pueden ser
reproducidos.

Coma

No responde ni a
estimulos dolorosos
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NO SINTOMAS

SINTOMAS

Figura 8: Espectros clinicos de la EH.

3.- Seguin su evolucion en el tiempo

e A) Episodica: Las alteraciones clinicas y cognitivas no se mantienen a lo largo
del tiempo, de tal forma que el estado mental basal se recupera una vez resuelto
el episodio de EH.

e B) Recurrente: Episodios que se producen con un intervalo de tiempo de seis
meses 0 menos.

e C) Persistente: El patrén de alteraciones de comportamiento se mantiene siempre
presentes y estd entremezclado con recaidas donde se hace méas evidente la

clinica de EH.
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4.- Segun la existencia o no de un factor precipitante

e A) Sin factor precipitante

e B) Con factor precipitante: estos factores precipitantes deben ser especificados e

identificados (sobre todo en la EH episddica tipo C). Asi mismo, tras su

identificacion, estos factores precipitantes deben ser tratados.

Los factores precipitantes, en orden descendiente de frecuencia, serian:

EPISODICA

RECURRENTE

Infecciones

Trastorno Electrolitico

Sangrado Gastrointestinal

Infecciones

Sobredosis Diuréticos

No identificados

Trastorno Electrolitico

Estrefimiento

Estreflimiento

Sobredosis de diuréticos

No identificados

Sangrado Gastrointestinal

Tabla 9.- Factores precipitantes de EH.

Cada paciente en estudio debe ser clasificado en base a estos cuatro criterios y

debe ser reevaluado periodicamente en funcién de la situacion clinica que presente.

TIPOR GRADOR CURSOTLINICOR | SIN/CONFACTORPRECIPITANTER

Episddical@

Espontaneal

Recurrentel@

Precipitada@{Especificar)®

e MHER
= Asintomatical
BEl Pl
Presencia@iel
sintomas@
Cl e

Persistentel
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En el afio 2014, Cordoba y cols propusieron una quinta clasificacion que tiene en
cuenta si realmente el paciente tiene un fracaso agudo sobre una patologia cronica
previamente existente (fallo hepatico agudo sobre cronica). Aungue existen diferencias

en cuanto a prondstico esta clasificacion no se encuentra implantada todavia.

1.2.5.- Clinica

Los sintomas, si bien conforman un cuadro caracteristico pero no
patognomonico, son muy variables. Practicamente puede aparecer cualquier signo de
los que provocan las enfermedades neurologicas o psiquiatricas. La presencia de
cualquier alteracion relacionada con el comportamiento, la actividad motora o la
consciencia debe hacer sospechar el comienzo de EH en pacientes previamente
diagnosticados de cirrosis hepética. La tabla 10 muestra la Escala de West Haven que
permite una clasificacion de util manejo en la practica clinica ya que tan sélo requiere
de la observacion por parte del médico y de un minimo interrogatorio al paciente

(Ferenci Py cols., 2002).
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Grado O

Normal

Grado 1

Trastorno leve de la consciencia

Euforia o ansiedad: cambios de humor, irritabilidad
Disminucion de la atencién

Dificultad para realizar sumas simples

Dificultad para elaborar ideas

Alteraciones del ciclo suefio/vigilia

Grado 2

Letargia o apatia

Minima desorientacion temporal y/o espacial
Discretos cambios en la personalidad
Comportamiento inapropiado

Dificultad para realizar restas simples

Gran dificultad para practicar tareas mentales
Asterixis manifiesta

Dificultad para hablar

Grado 3

Somnolencia/semiestupor con respuesta a estimulos verbales
Intensa desorientacion

Imposibilidad de realizar tareas mentales

Amnesia

Habla ininteligible

Confusion

Agitacion psicomotriz

Rigidez muscular y clonus

Hiperreflexia

Grado 4

Coma
Postura de descerebracién

Tabla 10: Escala de West Haven para la gradacion semicuantitativa de la EH.

El inicio suele ser agudo (horas, pocos dias) y desencadenado por distintos

procesos (Tabla 11). Generalmente se resuelve en horas o dias con tratamiento y, sobre

todo, con la supresion del factor desencadenante (Cérdoba y cols., 2008; Poordad.,

2007).
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Hemorragia gastrointestinal

Infecciones

Uremia

Hipopotasemia

Hiponatremia

Deshidratacion

Tratamiento farmacoldgico: diuréticos, psicofarmacos, antihistaminicos,
Beta-bloqueantes, metionina oral.

Estreflimiento

Exceso de ingesta de proteinas en la dieta

Insuficiencia hepatica aguda (alcoholica, toxica, viral)

Derivacion portosistémica

Déficit de zinc

Hipernatremia

Anemia

Tabla 11: Factores desencadenantes de EH.

Hasta hace unos afios se consideraba que tras un episodio de encefalopatia los
pacientes se recuperaban sin secuelas, sin embargo, actualmente esta afirmacion esta
discutida porque hay evidencias de que los episodios de encefalopatia hepatica dejan
secuelas a nivel cerebral y favorecen el deterioro cognitivo precoz. (Bajaj y cols., 2010;
Riggio y cols., 2011). En el momento en que aparece por primera vez condiciona un
mal pronostico de la enfermedad (Bustamante y cols., 1999), siendo el riesgo de
recurrencia de otro episodio en un afio en torno al 40% (Romero-Gomez M y cols.,
2001) y la supervivencia al afio de haber presentado el primer episodio de encefalopatia

de alrededor del 50% (Bustamante y cols., 1999; Planas y cols., 2004). De hecho, es la
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descompensacion de la cirrosis lo que determina un peor pronostico a corto plazo
(Planas y cols., 2004). Se acepta que la aparicién por primera vez de signos de
encefalopatia es suficiente para indicar trasplante hepatico (Murray y cols., 2005;

Stewart y cols., 2007).

1.2.6.- Diagnostico

El diagndstico de la EH es fundamentalmente clinico, siendo los sintomas muy
variables y préacticamente puede aparecer cualquier signo propio de las enfermedades
neuroldgicas o psiquiatricas. En el paciente cirrético, la aparicién de sintomatologia
neurolégica debe hacer sospechar la presencia de EH. Una vez descartadas otras causas
(diagnéstico diferencial) es preciso establecer el grado (escala de West Haven) y seguir
su evolucion.

El uso de técnicas de imagen puede ser Util para descartar lesiones cerebrales
solo cuando existe duda sobre la naturaleza de la alteracion neuroldgica, y, en este caso,
tiene utilidad el hallazgo en la resonancia magnética (RM) de un aumento de la sefial a
nivel de los nucleos de la base, especialmente en globus palidus, lo que indicaria EH
(Cérdoba vy cols., 2011). Este aumento de la sefial en globus palidus probablemente
refleje un depdsito de manganeso (Cdrdoba y cols., 2011) que se asocia con signos
parkinsonianos, lo que podria sugerir el efecto patogénico de la lesion a nivel de los
ganglios basales y explicaria una parte del espectro de signos y sintomas de la EH. Sin
embargo, la intensidad de la sefial en la RM no guarda guarda relacion con el grado de
EH.

La resonancia magnética espectroscopica (RMe) permite detectar la
concentracion cerebral de metabolitos implicados en la alteracion de la

neurotransmisioén. En la EH las alteraciones mas frecuentes detectadas son niveles
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elevados de glutamina (o del cociente glutamina/glutamato) y niveles descendidos de

mioinositol y colina.

1.2.7.- Diagnostico diferencial de la EH.
El diagndstico diferencial debe incluir aquellas patologias que alteran el nivel de

conciencia:

Encefalopatia diabética: hipoglucemia, cetoacidosis, acidosis
lactica...

- Encefalopatia alcohdlica: intoxicacion, abstinencia, Wernicke.

- Encefalopatia por drogas: Benzodiacepinas, neurolépticos, opioides.
- Neuroinfecciones.

- Desordenes electroliticos (hiponatremia e hipercalcemia).

- Epilepsia no convulsiva.

- Patologia psiquiétrica.

- Traumatismo y sangrado intracraneal.

- Stress severo. Fallo orgénico e inflamacion.

- Demencia: primaria y secundaria.

- Lesiones cerebrales: traumatismo, neoplasias, hidrocefalia.

- Apnea obstructiva del suefio.

1.2.8.- Encefalopatia hepatica minima

Dentro de la EH una de las entidades que mas dificultades diagnésticas presenta

es la EHM, que es la primera alteracién dentro del espectro de manifestaciones clinicas
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del sindrome de la EH (el 84% de los pacientes cirroticos que desarrollan EH en el
seguimiento presentaban EHM en el estudio basal (Ferenci y cols., 2002).

Aungue actualmente EHM es el término mas aceptado también ha sido llamada
encefalopatia hepética latente o subclinica, (Bajaj y cols., 2009; Cérdoba., 2011; Ortiz
y cols., 2005) y en ella se presentan una serie de alteraciones neuropsicoldgicas que
afectan a la calidad de vida de los pacientes. La escala del perfil de impacto de la
enfermedad (SIP) (Groeneweg y cols., 1998) demuestra que las &reas mas comunmente
alteradas en los cirréticos con EHM son el tiempo libre, alerta, suefio y descanso,
interaccion social, gestion del hogar, comportamiento emocional y trabajo (Groeneweg
y cols., 2000) y su capacidad para desarrollar tareas peligrosas, pero que pueden pasar
desapercibidas en la practica clinica habitual ya que la exploracion neurolégica es
normal necesitdndose tests psicométricos o estudios neurofisioldgicos para un correcto
diagnostico (Ortiz y cols., 2005). Las principales funciones cerebrales alteradas en
pacientes con EHM son la atencion y la habilidad motora fina (Weissenborn y cols.
2001). El deterioro en la aptitud laboral es el que genera mayor impacto en la calidad de
vida, siendo especialmente importante en los profesionales que requieren destreza

manual.

1.2.8.1- Prevalencia.

La prevalencia de EHM en pacientes con cirrosis hepatica va a depender de la
seleccion de pruebas psicométricas empleadas para su diagnostico, de que existan tablas
de normalidad que permitan clasificar correctamente a los pacientes y de la funcion

hepatica que presenten los pacientes incluidos.
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Cuando se utilizan pruebas psicométricas validadas, corregidas por los datos
obtenidos en la poblacién sana controlada por edad y nivel de formacion, la prevalencia

de EHM oscila entre el 25 y 33% de los pacientes cirroticos compensados.

1.2.8.2- Importancia del Diagnostico de EHM.

Como ya se ha referido anteriormente, el desarrollo de encefalopatia hepética
condiciona un mal prondstico de la enfermedad: se estima que la supervivencia se sitla
en torno al 50% al afio y del 15-23% a los tres afios de sufrir un episodio de
encefalopatia hepatica clinica (Bustamante y cols., 1999). Ademas, el 84% de los
pacientes que desarrollaron EH previamente ya tenian EHM (Romero-Gémez y cols.,
2001). Por tanto, el reconocimiento precoz de alteraciones neuropsicologicas que
puedan predecir el desarrollo de esta complicacion es critico en el manejo del paciente
cirrético. Entre las consecuencias derivadas de la EHM cabe destacar los trastornos de
la atencion, la habilidad manual y la memoria que pueden dificultar las actividades
necesarias en la vida diaria de relacion o laboral, asi como aumentar el riesgo de
accidentes, incluidos los derivados del manejo de maquinas (Ortiz y cols., 2005). Todos
estos factores pueden condicionar de forma importante la calidad de vida de los
pacientes (Groeneweg y cols., 1998; Cordoba y cols., 2003), alterando el
comportamiento, las medidas de higiene personal, la alimentacion y el riesgo, entre
otros, de padecer accidentes laborales, domésticos y de circulacion (Bajaj y cols.,
2009). Aunque existe unanimidad a nivel general sobre el efecto directo de la EH sobre
la calidad de vida, en muchas ocasiones la alteracion neuropsicoldgica impide que estos
pacientes puedan completar cuestionarios rutinarios sobre calidad de vida. Entre las
alteraciones sobre la calidad de vida mas estudiadas cabe destacar la presencia de caidas

y de accidentes de trafico. Las caidas son de especial relevancia en los pacientes
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cirréticos ya que el riesgo de fracturas es superior a la poblacién general por la mayor
prevalencia que presentan de osteoporosis (malnutricion, hipogonadismo, insuficiencia
hepética) suponiendo un aumento de la morbimortalidad (Diamond y cols., 1990).
Roman y col., realizaron un estudio restropectivo en el que comparaban el porcentaje de
caidas entre cirréticos con EHM (40%), cirréticos sin EHM (12,9%) y controles
(11,6%), observandose diferencias significativas (Roméan y cols., 2011). La relacion
entre EHM vy los accidentes de tréfico se sustenta a los déficits de atencion, visuales y
motores asociados a estos pacientes (Bajaj y cols., 2007). En el afio 2009 Bajaj y cols.,
publicaron un estudio en el que los pacientes con EHM presentaban un 16% de
accidentes de tréafico frente al 4% de los que no la tenian (Bajaj y cols., 2009). Este
mismo grupo, en el afio 2012, publicd un estudio donde se comparan los costes
estimados de los accidentes de tréfico en pacientes con EHM vy los costes derivados de
su diagndstico precoz y su manejo, sugiriendo que el cribaje de EHM mediante un test
computerizado (Inhibitory Control Test) y el tratamiento con lactulosa de los pacientes
diagnosticados puede ser una estrategia valida y coste-efectiva (Bajaj y cols., 2012).

En el afio 2015, Ampuero y cols publicaron un estudio prospectivo en el que
incluyeron 2 cohortes independientes, una cohorte de estimacién con 117 pacientes
cirréticos y una cohorte de validacion de 114 pacientes también cirrticos con un
periodo de seguimiento de 5 + 2.8 afios y 4.4 + 3.9 afios respectivamente. En la cohorte
de estimacion encontraron que una FCP (usada para detectar EHM) inferior a 39 Hz se
relacionaba con una tasa de supervivencia inferior a la de los pacientes con FCP > 39
Hz (68,6% vs. 82%: log-rank, 5.073; p=0.024), ocurriendo lo mismo en la cohorte de
validacién (57,4% vs.70%: log-rank, 4.752; p=0.029). Concluyendo, por tanto, que la
EHM se asociaba a una disminucion en la tasa de supervivencia de los pacientes

cirréticos, pudiendo ayudar el resultado de la prueba de la FCP a determinar el
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pronostico de los pacientes cirroticos (Ampuero J y cols., 2015). Tres afios mas tarde,
en el 2018, estos mismos autores publicaron un estudio multicéntrico, prospectivo, en el
que incluyeron 320 pacientes cirréticos seguidos durante un periodo de 5 afios. En dicho
estudio, los pacientes que desarrollaron EHM tuvieron una progresion mayor de la

cirrosis (64,9% vs. 31,9%: log-rank 29.952; p=0.0001) (Ampuero Jy cols., 2018).

1.2.8.2- Diagnostico.

Como cualquier diagnostico clinico debe comenzar con una historia clinica
minuciosa y detallada en el que se debe hacer énfasis en el examen y bdsqueda de
cambios sutiles en la vida diaria, como una disminucion del nivel de energia,
alteraciones en el ciclo vigilia-suefio, deterioro cognitivo, estado de conciencia o de la
funcién motora. El examen neuroldgico generalmente es normal, los nervios craneales
son normales, aunque la disartria e hipomimia pueden estar presentes. Suele ser
necesario el examen minucioso para observar movimientos anormales como tremor o
asterixis. Algunas alteraciones sutiles se pueden observar en el examen motor:
incremento del tono muscular, reduccién de la velocidad de respuesta, movimientos
alternantes torpes, ataxia, incremento de los reflejos tendinosos profundos y
disminucion de los reflejos posturales. Para llegar al diagndstico de EH es necesario un
examen neuroldgico exhaustivo que valore la conciencia, la orientacion, funcion
cognitiva, asi como la funcibn motora y sensitiva de forma conjunta con el
conocimiento de los antecedentes del paciente. Es importante, también, de forma previa,
descartar la presencia de enfermedades neuroldgicas asociadas. En cuanto a los
sintomas extrapiramidales, los pacientes con cirrosis desarrollan alteraciones de los
movimientos disdiadococinéticos, los cuales incrementan su severidad conforme

aumenta el grado de encefalopatia (Jover R y cols.,, 2003). Dicha anormalidad
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comprende una reduccion en la frecuencia maxima disdiadococinética, la cual no es
debida a una reduccion en la velocidad de los movimientos, sino a un retraso en la
direccion de cambio de los movimientos (Joebges y cols., 2003).

Son varios los métodos utilizados para diagnosticar la EHM. En principio,
cualquier técnica que demuestre alteracion del sistema nervioso central que pueda ser
atribuida al fallo hepatico se puede considerar til y valida (Ortiz M y cols., 2005). En
la actualidad, el diagnostico de EHM se basa en la presencia de deterioro neurolégico
demostrado tanto por pruebas neuropsicolégicas como por neurofisiolégicas (Ortiz M y
cols., 2005).

La evaluacion neuropsicolégica consiste en la aplicacion de varios tests que
permiten cuantificar la funcion cerebral observando el comportamiento (Lezak MD,
1994). Entre ellas cabe destacar las pruebas neuropsicométricas(PHES) y la frecuencia
critica del parpadeo (FCP) (Ortiz My cols., 2005; Weissenborn K., 2001),
(Romero-Gémez M y cols., 2006), (Kircheis G, y cols., 2002). Actualmente se acepta
que la realizacion de estos tests representa la mejor opcién porque exploran gran parte
del espectro de las alteraciones, son faciles de realizar, no precisan personal
especializado, se ven poco influidos por la repeticion y tienen bajo coste. En Europa se
recomienda el uso del PHES, al cual se le concede un alto grado de evidencia (A) para
el diagndstico de encefalopatia hepatica minima (Radolph CH vy cols., 2009).

No obstante, estas pruebas psicométricas tienen un fuerte componente subjetivo
y estan poco estandarizadas: s6lo algunos estudios emplean un grupo control que este
bien caracterizado en base a la edad, sexo, educacion, nivel de estudios (Weissenborn 'y
cols., 1998), y consumo de alcohol. Ademas, aunque el porcentaje es muy bajo, algunos

pacientes sufren del efecto aprendizaje por repeticion de las mismas. Este hecho ha
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provocado que se hayan disefiado tablas de normalidad para las diferentes poblaciones y
que los tests se corrijan por edad y nivel de estudios (Romero-Gémez M, y col., 2006).

Entre las pruebas neurofisioldgicas cabe destacar el electroencefalograma y los
potenciales evocados (Loguercio C y cols., 1984; Weissenborn K y cols., 1990;
Quero JC y cols., 1996). Su uso aporta una cierta objetividad, aunque presentan
problemas metodol6gicos, son poco accesibles, requieren aparataje sofisticado y un
analisis posterior complejo y presentan una menor sensibilidad diagndstica que los tests
psicométricos.

A) Pruebas Neuropsicométricas (PHES)

Consiste en una bateria de test psicométricos disefiada especificamente para el
diagnéstico de la EHM y que ha resultado ser de una alta utilidad (Ortiz M, y cols.,
2005; Weissenborn K., 2001; Romero-Gémez M y cols., 2006). Se puede realizar en
poco tiempo, unos 15-20 minutos aproximadamente, y la interpretacién permite
distinguir con facilidad entre pacientes con y sin EHM (punto de corte de - 4) (Cérdoba
J., 2011; Romero-Gomez My cols., 2007).

Los tests psicométricos que componen el PHES son (Figura 9):

Test de Conexioén Numérica (TCN) Ay B.

Test de Simbolos y NUmeros.

Test de Serie de Puntos.

Test de Trazado de Lineas.

El Test de Conexion Numérica evalla las habilidades cognitivas motrices, el
Test de Simbolos y Numeros mide la rapidez y precision motriz, el Test de Serie de
Puntos y el Test de Trazado de Lineas analizan la capacidad visual, espacial y la
funcién motora. Por tanto, el PHES puede ser utilizado para detectar la mayoria de las

alteraciones neuropsicoldgicas que se relacionan con la EHM ya que evalla la
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velocidad y precision del movimiento, la percepcién visual, la orientacion espacial, la
concentracion, la atencion y la memoria (Seo y cols., 2012).

En principio con las técnicas psicométricas que exploran la atencion y la
habilidad motora fina seria suficiente para el cribado de EHM.

Estas pruebas psicométricas han sido validadas en controles sanos y cirréticos
con y sin encefalopatia hepatica. Tras realizar las pruebas se calcula la desviacion de
cada resultado de forma que por cada desviacion estandar se le aplica un punto, que
puede ser negativo o positivo segun la desviacién sea hacia una méas correcta o
incorrecta realizacion. Cada paciente puede obtener una calificacién entre -15 y +3.

Los pacientes con EH presentan una puntuacién igual o inferior a -5 puntos
mientras que los pacientes sin EHM presentan mas de -3 puntos. Asi, el limite para

definir EH incipiente estaria en -4 puntos (Weissenborn K, y cols, 2001).

CLAVE DE
NUMEROS

PUNTOS
SERIADOS

Figura 9.- Tests que componen la Escala Psicométrica de la EH.
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B) Pruebas Neurofisioldgicas.

La Frecuencia Critica del Parpadeo (FCP) (Critical Flicker Frequency,
Hepatonorm™ Analyzer: R&R Medi-Business Freiburg GmbH, Freiburg, Germany)
consiste en colocar un aparato en el campo visual (unas gafas cerradas) del paciente que
observa una luz parpadeante a una frecuencia muy alta (60 Hz) y que es percibida como
fija, sin que el paciente sea capaz de distinguir el parpadeo (Figura 10). De forma
progresiva disminuye la frecuencia de parpadeo con lo que llega un momento en que
esta luz pasa a percibirse de manera intermitente. En ese momento el paciente debe
presionar el interruptor y el dispositivo registra la frecuencia a la que se percibe que la
luz empieza a parpadear. Una frecuencia inferior a 39 Hz es indicativa de EHM, lo que
indicaria que estos pacientes por su déficit de atencion y capacidad de reaccion,
perciben y registran la intermitencia de la luz a frecuencias mas bajas que los pacientes
sin enfermedad (Ortiz M, y cols., 2005; Romero-Gémez y cols, 2007; Kircheis G, y
cols., 2002). Ademas, la FCP desciende conforme se agrava la encefalopatia hepética.

El fundamento de esta técnica es que las células de la retina muestran una

alteracion similar (edema) a los astrocitos cerebrales.

Figura 10: Equipo para la realizacién de la FCP.
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Las ventajas del uso de esta herramienta radican en que es un método simple,
que en la practica clinica no requiere mas de 5-10 minutos, es exacto y seguro para el
diagndstico de la EHM, no esta influenciado por la educacion, no presenta fendmeno de
aprendizaje y puede predecir el desarrollo de episodios de EH (Romero-Gomez y cols.,
2007).

La concordancia entre la FCP y los PHES no es absoluta y la tercera parte de los
pacientes presentan alteradas solamente una de las pruebas. La FCP alterada predice de
forma independiente el riesgo de encefalopatia hepatica clinica y junto con la prueba se
de sobrecarga oral de glutamina pueden definir el pronostico y supervivencia de los
cirréticos (Romero-Gomez y cols., 2007).

Los Potenciales Evocados (PE) son sefiales eléctricas registradas por electrodos
extracelulares generadas tras la estimulacion adecuada de tejidos excitables. Existen tres
modos de estimulacién exdgena, potenciales evocados visuales, potenciales evocados
auditivos de tronco y potenciales evocados somatosensitivos, y un modo de
estimulacion enddgena que detecta potenciales retardados (onda P300) auditivos y
visuales.

El Electroencefalograma (EEG) se ha utilizado para valorar el grado de EH. En
el andlisis del registro se valora cual es el porcentaje de actividad theta dominante.
Presenta una escasa sensibilidad. En un grupo de pacientes cirr6ticos sometidos a
derivacion portosistémica se detectaron alteraciones en el EEG en el 30% de los
pacientes mientras que en el 60% de los pacientes se detecto alguna PP alterada (Quero
y cols., 1996). Esta sujeta a subjetividad por parte del profesional que lo analice. El
analisis espectral del EEG mediante técnicas computarizadas (Amodio y cols., 1998)

incluye la cuantificaciéon de la frecuencia media dominante y la potencia de un
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determinado ritmo, reduce la subjetividad en la interpretacion del EEG con una
disminucion en la variabilidad interobservador.

De manera general se acepta que los potenciales evocados somatosensoriales y
los potenciales enddgenos son las pruebas neuropsicoldgicas mas objetivas para el
diagnostico de EHM (Kullmann y cols., 1995). En 1990 Yen y col., realizaron un
estudio prospectivo donde se incluyeron 44 pacientes con cirrosis descompensada. El
93% de los pacientes que presentaron potenciales evocados somatosensoriales alterados
desarrollaron con posterioridad EH frente al 70% de los pacientes con NCT alterado, lo
que sugiere que los potenciales evocados son mas especificos, con un valor predictivo
positivo superior, pero menos sensible. De este modo, los pacientes con alteracion de
alguna PP deben ser diagnosticados de EHM, y en los pacientes que presenten
resultados normales es necesario continuar el estudio mediante otras pruebas de

potenciales evocados somatosensoriales, auditivos o enddgenos (P300).

C) Otros biomarcadores periféricos.

Recientemente ha sido descubierto un biomarcador periférico que es un buen
indicador de presencia de EHM: la 3-nitrotirosina. En un estudio realizado en el afio
2011 por Montolit y col., este biomarcador mostré una sensibilidad del 89%, una
especificidad del 93% y un valor predictivo positivo y negativo del 91%, observandose
un importante aumento en sus valores en individuos con EHM (Montoliu y cols.,

2011).
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1.2.9.- Tratamiento de la EH.

Debido a la falta de homogeneidad en la presentacién del cuadro de EH en los
distintos pacientes y de los numerosos factores que pueden desencadenarla, no existen
evidencias definitivas sobre la efectividad de la mayoria de las medidas terapéuticas que
se proponen. No obstante, se acepta que hay tres medidas esenciales:

a) Identificar y eliminar, si es posible, el factor o factores desencadenantes.

b) Reducir la tasa de amonio en sangre.

c) Mantener y/o mejorar el estado nutricional y la volemia del paciente.
1.2.9.1.- Tratamiento de soporte

El prondstico del paciente con cirrosis se relaciona con el estado nutricional y es
frecuente el deterioro de dicho estado en las fases avanzadas de la enfermedad. Ademaés,
durante el episodio de EH la misma clinica implica dificultades para la alimentacion
adecuada e incrementa el déficit. Aunque, tradicionalmente, se indicaba la disminucion
e incluso eliminacion de las proteinas de la dieta, los Gltimos estudios han demostrado
que la dieta hipoproteica no mejora la evolucién de la EH. La reduccién o eliminacion
solo seria aceptable en aquellos casos con buen estado nutricional, sintomatologia leve
motivada por el aumento de la ingestion de proteinas o de hemorragia digestiva inactiva
que solo precise limpieza intestinal para su resolucién, y no debe durar mas de un dia.
Se recomienda que los pacientes reciban un aporte cal6rico adecuado con 1-1.5 g/kg/dia
de proteinas, sobre todo proteinas de origen lacteas o vegetal. Preferiblemente se debe
utilizar la via oral. La aportacién de proteinas se realiza mediante mezclas de
aminoéacidos con alta proporcion de ramificados. Los suplementos con zinc pueden
coadyuvar a la mejoria del estado de nutricion.

Ademas de la nutricidn, se deben establecer una serie de medidas generales en

las que se incluyan control y vigilancia de la hidratacion, aspiracion de secreciones,
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proteccion de la via aérea y tratamiento de infecciones concomitantes (Maharshi S y
cols., 2016).
1.2.9.2.- Tratamiento de los factores desencadenantes o etioldgicos.

Identificar los factores desencadenantes es importante por dos motivos. Por un
lado, los sintomas de la EH no van a mejorar hasta resolver la causa que la ha
provocado. Por otro lado, ante la presencia del cuadro de EH se debe sospechar una
complicacion grave subyacente que permanece enmascarada por el propio cuadro de la
encefalopatia (deterioro de conciencia...).

El mecanismo por el que estos factores provocan la EH puede ser debido a un
aumento de la respuesta inflamatoria sistémica, un aumento de la produccion de amonio
0 una disminucion del umbral del estado mental, aunque en la mayoria de las ocasiones
pueden coexistir distintos mecanismos.

Son muchos los factores desencadenantes descritos, aunque el 90% de los casos
de EH se asocian con la hemorragia gastrointestinal, la presencia de infecciones y el uso
de diuréticos.

Los farmacos mas utilizados actualmente en la EH son los siguientes:

A) Disacaridos no absorbibles.

Los disacaridos no absorbibles (lactulosa y lactitol) producen una aceleracion
del trénsito, modificacion de la flora y descenso del pH local, lo que inhibe la sintesis y
la difusidn del amonio.

Actualmente se considera la piedra angular en el tratamiento de la EH.

B) Antibidticos.

La rifaximina presenta un gran espectro de cobertura antimicrobiana (gérmenes

gram positivos y negativos y aerobios y anaerobios). Es un antibiético seguro, que tiene

un bajo riesgo de desarrollar resistencias y una absorcion intestinal minima. Su uso es
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efectivo tanto en los episodios agudos como en sus recurrecias. Su uso ha demostrado
disminuir significativamente el nimero de episodios de EH, el nimero de ingresos
hospitalarios y/o su duracion (Lawrence y col., 2008 y Bass y col., 2010).

C) L-Ornitina L-Aspartato (LOLA).

Actua activando la degradacion de amonio produciendo urea y glutamina. La L-
ornitina activa la enzima carbamoil-fosfato sintetasa necesaria para la sintesis de urea.
Su administracion aumenta la detoxificacion de amonio en el cerebro y los musculos
debido a que incrementa la produccién de glutamina. Se ha comprobado que mejora en
los estadios 1-2 pero no en la EHM. Amodio y Ampuero han publicado en el 2018 un
articulo en el que basandose en un articulo del mismo afio de Sidhu y cols concluyen
que su uso no estaria indicado en aquellos casos en los que el mecanismo principal de
patogenesis de EH fuera la inflamacion y que en aquellos casos con hiperamoniemia
puede ser usado (en dosis y duracion adecuados: 30g-4 dias) en monoterapia 0 asociada
a otros tratamientos (como lactulosa).

D) L- Orinitina fenilacetato.

Farmaco con un doble mecanismo de accion. La L-ornitina estimula la sintesis

de glutamina en el musculo a expensas de amoniaco. El fenilacetato excreta la

glutamina por la orina.
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1.3.- SOBRECARGA ORAL DE GLUTAMINA

La Sobrecarga Oral de Glutamina (SOG) es una prueba prondstica de EH y de
mortalidad en pacientes con EHM que consiste en la administracién de glutamina (por
lo general 10 gramos de L-glutamina) tras la cual se produce un ascenso del nivel de
amonio a nivel sistémico alcanzando su maximo entre los 30-60 minutos después de la
sobrecarga, declinando con posterioridad. Este periodo de tiempo sugiere que el
aumento de amoniaco en sangre es debido al metabolismo de la glutamina en el
intestino delgado. La situacién que se simula es similar a la que se produce después de
una ingesta de proteina. La prueba se realiza por la mafana, tras el ayuno de toda la
noche anterior.

En 1997 Oppong Yy cols publicaron un trabajo en el que estudiaron 17 pacientes
cirréticos con mala funcion hepatica, antes y después del trasplante hepético, y 4
controles sanos. Previo al trasplante encontraron una intensa hiperamoniemia tras la
sobrecarga oral de glutamina (no encontrandose diferencias entre la administracion
entre 10 gramos de glutamina vs. 20 gramos de la misma), con un incremento
significativo en los valores (58 umol/L vs 120 umol/L; p<0.01)). Tras el trasplante
hepético, y consiguiente normalizacién de la funcién hepética, no se encontrd variacion
en la sobrecarga que se realizd (32 umol/L vs. 39 umol/L). En los controles sanos
tampoco se encontrd cambio (23 umol/L vs. 30 umol/L).

En el afio 2002, Romero-Gomez y cols utilizaron la respuesta a la SOG y la
EHM (diagnosticada por pruebas neuropsicoldgicas) para predecir el desarrollo de EH.
Para ello, utilizaron 70 pacientes cirréticos con una media de edad de 54 + 8 afios y 10
sujetos sanos. La SOG se considerd patoldgica cuando el valor de amonio fue igual o

superior a 128 mg/dL a los 60 minutos después de la sobrecarga (ROC: Sensibilidad
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89%; Especificidad 61%). Los pacientes con EHM y SOG alterada presentaron un
riesgo significativamente mayor de presentar EH en el seguimiento (60%), frente a
aquellos pacientes sin EHM y SOG normal 2,8%) (Log rank test=21.60; p< 0.0001).
Con estos resultados concluyeron que una SOG patoldgica en pacientes con EHM
podria ser utilizada como factor prondstico para el desarrollo de EH, mientras que una
respuesta normal a la SOG en pacientes sin EHM podria excluir el desarrollo de EH.
Sin embargo, en 20 de los 56 pacientes sin EHM si tuvieron una SOG alterada, lo que
mostraba que esta prueba no pareceria ser Gtil para el diagnostico de EHM. Dos afios
mas tarde (2004), este mismo grupo de investigadores publicaron un trabajo prospectivo
en el que incluyeron un total de 85 individuos (49 pacientes cirréticos y 36 controles
sanos) en el que evaluaron la actividad de la glutaminasa intestinal. Esta tuvo valores
cuatro veces mas altos en pacientes cirrdticos que en sujetos sanos, estando asi mismo
aumentada en los pacientes con EHM. La actividad glutaminasa en pacientes con SOG
alterada y EHM también era mayor en comparacién con aquellos sin EHM o con SOG
normal. En los pacientes cirréticos la actividad de la glutaminasa también estaba
incrementada correlacionando con el grado de EHM. Concluyeron, pues, que la
actividad de la glutaminasa se relacionaba fuertemente con la EHM asi como con los
resultados de los tests psicométricos

Romero-Gomez y cols en el afio 2004 estudiaron la supervivencia (tiempo
medio de seguimiento 25.2 meses) de los pacientes con cirrosis que tenian una SOG
alterada y EHM. La supervivencia de los pacientes que desarrollaron EH clinica fue del
59% en el primer afio y del 38% a los 3 afios. En los pacientes sin EH la supervivencia
fue del 96% el primer afio y del 86% a los tres afios. La presencia de EHM no se
relaciond con la supervivencia. Una respuesta a la SOG alterada en pacientes con EHM

se asocid con un descenso de la tasa de supervivencia del 80% en el primer afio al 39%
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a los tres afos. Los pacientes con EHM y SOG alterada tenian un riesgo de mortalidad
elevado (R:5.5; IC del 95% 1.81-16.6). Con estos resultados, concluyeron que una
respuesta alterada a la SOG en pacientes con EHM parecia estar asociada a una menor
tasa de supervivencia y podria ser util para seleccionar a pacientes candidatos a

trasplante hepético. (Romero Gémez y cols., 2004).
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2.- HIPOTESIS.

La respuesta a la Sobrecarga Oral de Glutamina se ha postulado como un factor
prondstico en el desarrollo de Encefalopatia Hepética en los pacientes cirréticos. La
interpretacion actual de la prueba de la SOG tan s6lo tiene en cuenta el valor a los 60
minutos tras la ingesta de glutamina. Sin embargo, existen diferencias entre los distintos
pacientes no solo en estos valores sino también en los valores basales de amonio. Por
tanto, la interpretacion de la SOG se puede mejorar teniendo en cuenta una definicion
mas amplia de la misma, que incluya tanto el valor a los 60 minutos como el valor basal
asi como la diferencia entre ambos. Ademas, la respuesta a la SOG puede determinar la

existencia de diferentes tipos de EH.
Por otro lado, la respuesta a la Sobrecarga Oral de Glutamina puede estar

influenciada por distintos factores cuya identificacion permitiria optimizar el manejo

clinico de estos pacientes.
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3.- OBJETIVOS.

3.1.- Objetivo Principal.

Reinterpretar la definicion actual de la SOG, mejorando el rendimiento de la
misma para predecir Encefalopatia Hepatica.

3.2.- Objetivos Secundarios.

1°) Definir el tipo de Encefalopatia Hepéatica (mecanismos inflamatorios vs.
alteracion de la funcion hepética) en funcion de la respuesta a la Sobrecarga Oral de

Glutamina.

2°) Identificar los factores que pueden influir en la respuesta del paciente a la
Sobrecarga Oral de Glutamina.
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4.- MATERIAL Y METODOS

4.1.- Seleccién de Pacientes.

Se consideraron pacientes susceptibles de entrar en el estudio a todos aquellos
diagnosticados de Cirrosis Hepatica y seguidos en las Consultas Externas de Digestivo
del Hospital de Valme. Tras informar a los pacientes, se obtuvo el consentimiento
informado, por escrito, de todos ellos antes de entrar en el estudio. El proyecto fue
aprobado por el Comité Etico del Hospital.

Se reclutaron un total de 256 pacientes entre Septiembre de 1999 y Octubre del
2016 a los que se le realizd seguimiento en la Consulta Externa de Digestivo cada seis
meses, durante un periodo de 17 afios. El tiempo de seguimiento méaximo de los
pacientes fue de 6 afios.

Los Criterios de inclusion en el estudio fueron los siguientes:

a) Pacientes mayores de edad (mayor de 18 afios).

b) Diagndstico de Cirrosis Hepatica: el diagndstico de cirrosis hepética se
establecio por los datos aportados por la biopsia hepética, los estudios
ecograficos y endoscopicos y por los parametros bioquimicos. La funcion
hepatica se evalu6 siguiendo las escalas de MELD y Child-Pugh.

c) Aceptacion y firma del consentimiento informado.

Los Criterios de exclusion fueron los siguientes:

a) Edad menor o igual a 18 afios.

b) Diagndstico de Carcinoma Hepatocelular previo.

c) Pacientes en tratamiento activo con antiretrovirales.

d) Trasplante Hepatico previo.

e) TIPS previo.

f) Historia reciente de abuso de alcohol (< 3 meses).

g) Infeccidn activa en el momento del reclutamiento.

h) Toma de antibi6ticos recientes (< 6 semanas).

i) Hemorragia digestiva reciente (< 6 semanas).

J) Toma de benzodiacepinas, antiepilépticos o psicotrépicos reciente (< 6

semanas).
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4.1.1.- Tamano muestral

Para calcular el tamafio muestral nos basamos en los datos publicados en el afio
2002 por Romero-Gomez y cols. en el que de los pacientes con SOG normal el 2,7%
desarrollaron EH durante el segumiento frente al los que tenian la SOG alterada que fue
del 25%. El tiempo medio de seguimiento en ambos casos fue de un afio. Con estos
datos el tamafio muestral minimo para encontrar diferencias significativas fue de 43
pacientes en cada grupo, con un nivel de confianza del 95%, una potencia del 80% y
una pérdida de seguimiento del 15%. El tamafio muestral se obtuvo con el programa
nQuery Advisor.

4.2.- Diseno de la Base de Datos.

En primer lugar, se disefi6 una base de datos con todos los items que nos
permitiera disponer de una informacion completa de los pacientes. A continuacion, se
revis6 minuciosamente la historia clinica de todos los pacientes, registrandose las

siguientes variables:

Identificacion del paciente: NUHSA (Numero Unico de Historia de Salud de
Andalucia), Namero de historia clinica.

- Datos  demogréficos: Fecha  de nacimiento, Edad, Género
(Masculino/Femenino).

- Fecha de inicio del estudio y Fecha de finalizacion del mismo.

- Motivo de finalizacién: Exitus, Trasplante hepético, Pérdida de seguimiento,
Encefalopatia Hepatica.

- Identificacién de las muestras: NUumero de peticion 1 y Fecha de peticion 1/
Numero de peticion 2 y Fecha 2/...

- Exitus: Si/No. Fecha de Exitus.

- Célculo de los indices de funcion hepatica: Child-Pugh y MELD.

- Etiologia de la cirrosis (Alcohol, VHB, VHC, Hepatitis Autoinmune, Otros)

- Presencia de otras patologias:

- Diabetes: Si/No

- Insuficiencia Renal: Si/No.

- Hipertension Arterial: Si/No.
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- Episodios de descompensacion de la cirrosis:
- Encefalopatia Hepética previa al estudio: Si/No
- Encefalopatia Hepatica post estudio: Si/No

- Fecha de la Encefalopatia Hepatica post estudio.

- Causa pobable de la Encefalopatia: Diuréticos, Infeccidn, Insuficiencia
Renal, Hemorragia Digestiva Alta

- Varices esofagicas: Si/No

- Hemorragia por varices esofagicas previa al estudio: Si/No

- Hemorragia por varices esofagicas post estudio Si/No

- Fecha Hemorragia por varices esofagicas post estudio.

- Ascitis previa al estudio: Si/No

- Ascitis post estudio: Si/No

- Fecha Ascitis post estudio.

- Peritonitis Bacteriana Espontanea previa al estudio: Si/No

- Peritonitis Bacteriana Espontanea post estudio: Si/No

- Fecha Peritonitis Bacteriana Espontanea post estudio.

- Sindrome Hepatorenal previo al estudio: Si/No

- Sindrome Hepatorenal post estudio: Si/No.

- Fecha Sindrome Hepatorenal post estudio.

- TIPS: Si/No.

- Fecha TIPS

- Gastropatia de la Hipertension Portal: Si/No

- Fecha Gastropatia de la Hipertension Portal.

- Hepatocarcinoma post estudio: Si/No
- Fecha del diagnostico del Hepatocarcinoma.
- Trasplante hepético post estudio: Si/No. Fecha de realizacion del Trasplante.

- Valor de los tests Psicométricos (PHES).
- Valor Frecuencia critica de parpadeo.
- Sobrecarga oral de glutamina:
- Amonio Basal (ug/dL)
- Amonio a los 60 minutos (ug/dL)

- Delta de amonio: Amonio a los 60 minutos — Amonio basal (ug/dL)



- Parametros Bioquimicos de Laboratorio:
- Glucosa (mg/dL)
- Insulina (uU/mL)
- HOMA (Calculo de Resistencia a la Insulina):(Glucosa * Insulina)/405.
- AST: Aspartato Amino Transferasa (U/L)
- ALT: Alanino Amino Transferasa (U/L)
- ALP: Fosfatasa Alcalina (U/L)
- GGT: Gamma Glutamil Transpeptidasa (U/L)
- Colinesterasa (U/L)
- Bilirrubina Total (mg/dL)
- Urea (mg/dL)
- Creatinina (mg/dL)
- Acido Urico (mg/dL)
- Na™: Sodio (mEg/L)
- K*: Potasio (mEq/L)
- Colesterol total (mg/dL)
- HDL- Colesterol (mg/dL)
- LDL- Colesterol calculado (mg/dL)
- Triglicéridos (mg/dL)
- PCR: Proteina C reactiva (mg/L)
- Albumina (g/dL)
- Ferritina (ug/L)
- AFP: Alfa feto proteina (ng/mL)
- Pardametros Hematolégicos del Laboratorio
- Recuento de Leucocitos (x 10%/L)
- Hemoglobina (g/dL)
- Recuento de Plaquetas (x 10%/L)
- Estudio de coagulacion:

- Tiempo de protrombina normalizado (INR)

4.3.- Diagnostico de Encefalopatia Hepatica Minima.

El estudio de EHM se realiz6 mediante la evaluacién de los Tests Psicométricos
(PHES) y la Frecuencia Critica del Parpadeo (FCP).
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4.3.1 Tests Psicométricos (PHES)

Antes de comenzar los distintos tests, el personal de enfermeria responsable de
dicha consulta (examinador) les informa a los pacientes de que estas pruebas son
necesarias, que se tratan de pruebas cortas, simples y que requieren un minimo esfuerzo
por parte del paciente. Asi mismo, verifica que todo el material necesario para dichas

pruebas esté correcto. De forma sistematica se realizan las siguientes comprobaciones:

a) El paciente debe estar cbmodamente sentado en una mesa con la iluminacion
adecuada y con la temperatura de la habitacién regulada para que esté lo mas
confortable posible. Cuando van a comenzar a realizarse las pruebas se cierra con

pestillo para evitar interrupciones.

b) En aquellos pacientes que necesiten gafas para leer se aseguran que las lleven

puestas y asi deben permanecer durante todo el tiempo que estén realizando el test.

c) La hoja que se entregue para realizar el test tiene que ser siempre original y
comprobar que esté orientada de forma correcta. Ademas, se aseguran que la hoja del

test esté correctamente iluminada.

d) Utilizar un rotulador Eding 1200. Antes de comenzar, se comprueba que el

rotulador escriba y siempre se tiene un rotulador de repuesto a mano.

e) El tiempo se mide utilizando un cronémetro: no se utiliza el reloj de pulsera, ni

aunque tenga segundero, para evitar errores de lectura en las medidas del tiempo.

f) Las instrucciones son siempre las mismas. Estan escritas y se leen cada vez que se
realiza el test (incluso cuando el mismo paciente repita el test). Se leen, palabra por
palabra, las instrucciones a los pacientes y se les pregunta si las han comprendido. En
caso de no ser asi, se repite el proceso volviendo a leer las instrucciones de principio a

fin.

g) Una vez comprendidas las instrucciones, se le deja al paciente realizar la columna

de entrenamiento. Si se observan errores se informa al paciente inmediatamente hasta
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que el personal de enfermeria de la consulta esta seguro de que pueden realizar el test
segun las instrucciones precisas. La columna de entrenamiento se realiza incluso cuando

el mismo paciente repita el test.

h) Antes de comenzar cada test se rellenan los datos de filiacion (Nombre, Edad,
Profesion, Nivel de Estudios (este dltimo cuantificado como nimero de afios totales de
estudio del paciente)).

Cada paciente realiza los siguientes tests:
1.- Test de Simbolos y NUmeros
2.- Test de Conexion Numérica A (TCN A)
3.- Test de Conexion Numérica B (TCN B)
4.- Test de Serie de Puntos (SD)
5.- Test de Trazado de lineas (LT)

Test de simbolos y nimeros (Figura 11)

El test consiste en convertir simbolos con forma de figuras geométricas en nimeros

a partir de una clave establecida.

TEST DE SIMBOLOS Y NUMEROS

—»| Datos demoaraficos

— | Instrucciones/Clave: Para rellenar el test

— Fila entrenamiento: Sin cronometrar
tiempo. Resolviendo dudas y
= - : corrigiendo fallos.

Test: Debe rellenarse de forma
consecutiva, lo mas rapido
posible.

Figura 11: Test de simbolos y numeros
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Test de Conexion Numérica A (TCN A) (Figuras 12-13).

En esta prueba los pacientes deben conectar, lo méas rapidamente posible, los

numeros impresos en el papel sucesivamente del 1 al 25.

FEST DE CONEXION NUMERICA A (PRUEBA)

NIVEL DE ESTUDIOS CONSUMO DE ALCOHOL (gr/d) —_—) DatOS demograﬂcos

W
(o]
~

10 15 ) Hoja de entrenamiento: Sin
(16 ' cronometrar tiempo. Resolviendo
5 dudas y corrigiendo fallos.
= 14
4 17 ) 18 [(“18)
_ 2 )
Inicio
(1 21 1
19 (20
22 )
Final -
(23
(25 \24)

Figura 12: Test de conexiéon numérica A (Prueba).
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Datos demograficos

N
N

. 20 . Test: Se mide el tiempo que tarda en
; realizarlo. Si el paciente se salta algin
nimero se le debe interrumpir
—— | inmediatamente para que lo corrija y luego
continuar. El tiempo empleado en estas
13 corecciones entra en el tiempo total.

(&)

Figura 13: Test de conexion numérica A.

Test de Conexion Numérica B (TCN B) (Figura 14).

En esta prueba el paciente debera conectar numeros Yy letras alternandolos (vera
los numeros del 1 al 13, y las letras de la A a la L. Tendra que conectar nimeros y letras
alternandolos: esto es, del 1 a la A, del 2 ala B y asi hasta el final (del 13 a la L)).

Este test deberd ser realizado inmediatamente después del TCN A. No requiere
demostracion previa (pre-test).
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I'EST DE CONEXION NUMERICA B

Datos demoaraficos

Fin

Inicio

G Test: Los nOmeros en distinto
orden con respecto a la prueba. Se
- mide el tiempo que tarda en
c 9 2 7 — | realizarlo. Si el paciente se salta
o algin  nimero se le debe

H interrumpir inmediatamente para

que lo corrija 'y luego continuar. El
tiempo empleado en  estas
12 11 corecciones entra en el tiempo

total.

W

Figura 14: Test de conexion numérica B.

Test de Serie de Puntos/ Puntos Seriados (SD) (Figura 15).

En una hoja con 10 filas de circulos, el paciente ha de puntear en el centro de cada

circulo y completar la hoja en el menor tiempo posible.
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— | Datos demoaréficos

Filas entrenamiento: Sin cronometrar
tiempo. Resolviendo dudas y corrigiendo
fallos.

Test: Se mide el tiempo que tarda en
realizarlo.

Figura 15: Test de serie de puntos.

Test de Trazado de Lineas/ Linea Quebrada (LT) (Figura 16).

En esta prueba el paciente ha de dibujar una linea continua entre las dos lineas dadas

sin tocar ni cruzar las lineas pintadas (penalizacion).
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NeEmMprPoO

— | Datos demoaraficos

Hoja de entrenamiento: Sin
cronometrar tiempo. Resolviendo
dudas y corrigiendo fallos.

Datos demogréaficos

Test: Se mide el tiempo que
tarda en realizarlo. Es
importante cometer pocos
errores y permanecer entre
las lineas dibuiadas.

Figura 16: Test de la linea quebrada (Prueba) en la parte superior y Test de la linea

quebrada en la parte inferior
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Evaluacion de los Tests Psicométricos

La Red Temética de Encefalopatia realizé una validacion de estos tests en la poblacion
espafiola, publicando tablas de normalidad que estan disponibles de forma gratuita en

http://www.redeh.org (Figura 17). Un resultado inferior a -4 es diagndstico de

Encefalopatia Hepatica Minima (Weissenborn K, y cols, 2001).

DIAGNOSTICO DE ENCEFALOPATIA HEPATICA MINIMA MEDIANTE TEST Espaiiol ()

’ o ;
PZ/Red EH &P PSICOMETRICOS (PHES)
Endglish
CLAVE DE
TenA TCHEB MUKERQS PSYCHOMETRIC HEPATIC ENCEPHALOPATHY SCORE
] - o ; == Datos de Paciente Resultados de los Test
Lt e Edad Test de la clave de numeros (2)
B Estudios (1) Test de conexion numérica-A (3)
PUNTOS ELEe

icddHeei OI.IE‘BRN)A Test de conexion numérica-B (3)
Test de puntos seriados (3)
Test de la linea quebrada (4)

Instruccicnes para cumplimentar los tests Il-:j

(1) -= Se introducirén los afios de larizaciin del pacients

{2) -= Se inftroducird & nimero de aceros

(3} -= Se infroduciré el nimero de segundos empleados en el test

{4) -= Se infroducird el nimero de errores mas los segundos empleados

Figura 17.- Pagina de Red Tematica de Encefalopatia para calculo de riesgo

Test de Simbolos y Numeros:  Se cuenta el nimero de simbolos correctos. Los
simbolos muy deformados, asi como rotados o simbolos en espejo no se cuentan, ya que
son simbolos que no corresponden a los nimeros. El nimero total de simbolos correctos
se transfieren a la hoja de evaluacion y se transforma en un valor usando la tabla de

valores normales disponible en la plataforma

Test de Conexion Numérica A (TCN A): El tiempo total medido redondeado en
segundos se transfiere a la hoja de evaluacion y se transforma en un valor
correspondiente a la tabla de valores normales al introducir los valores en la plataforma

ya mencionada.
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Test de Conexion Numérica B (TCN B): El tiempo total medido redondeado en
segundos se transfiere a la hoja de evaluacion y se transforma en un valor

correspondiente a la tabla de valores normales.

Test de Serie de Puntos: El tiempo medido en segundos se transfiere a la hoja de

evaluacion y se transforma en un valor de acuerdo con la tabla de valores normales.

Test de Trazado Lineal: Se tiene en cuenta por un lado el tiempo medio (redondeado
en segundos) y por otro lado el numero de errores. Para contar y medir los errores, la
hoja de coreccién se coloca sobre la hoja de test, de tal modo que ambas concuerden
exactamente. Cada contacto y/o cruce con la linea limitante cuenta como error. Los
errores se miden de forma separada para cada seccion de la plantilla. La evaluacion

seria del siguiente modo:

Sin error: La linea dibujada por el paciente queda entre las lineas limitantes y no toca

ninguna de éstas.

Error (1 punto): La linea es tocada, pero no cruzada.

Error (2 puntos): La linea es cruzada, pero no se cruza la linea externa de la plantilla.

Error (3 puntos): Se cruza la linea externa de la plantilla.

4.3.2.-Frecuencia Critica de Parpadeo.

Al igual que la bateria de test psicométricos esta prueba es realizada en la
Consulta de Enfermeria con las mismas condiciones de confortabilidad ya descritas y

por personal titulado y ampliamente experimentado.

La prueba se realiza con unas gafas cerradas que emiten una luz que parpadea a
una frecuencia elevada, de tal manera que el paciente percibe un foco de luz constante.
De forma progresiva, la frecuencia de parpadeo disminuye, con lo que la luz pasa a
percibirse como una luz intermitente. El paciente tiene que avisar en el momento que la

luz pasa de ser continua a intermitente.
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Antes de empezar la prueba, el paciente realiza 5 mediciones de prueba y a partir
de ese momento se realizan diez mediciones. El resultado final es la media de estas diez

mediciones.

Si el resultado es inferior a 39 Hz, se considera que el paciente puede presentar

sintomas de Encefalopatia Hepatica Mimima (Kircheis G, y cols, 2002).

4.4.- Marcadores genéticos.

4.4.1.-Extraccion de la muestra.

Se obtuvo muestra de sangre venosa periférica en tubos estériles con EDTA
como anticoagulante para el estudio genético, previa firma del consentimiento
informado por parte del paciente para realizar dicho estudio. Las muestras se

conservaron a -20°C hasta el momento de la extraccién de ADN.

4.4.2.-Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realiz6 de forma automatizada en el MagNA Pure
Compact (Roche Diagnostics) utilizando Kit comerciales de extraccién (Roche
Diagnostics) siguiendo las indicaciones del fabricante.

La calidad del ADN se cuantificd en el espectrofotdémetro NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific).

Las muestras se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

4.4.3.- Andlisis del Gen de la Glutaminasa.

El gen de la glutaminasa (OMIM: 138280) esta localizado en el brazo largo del

cromosoma 2 en la region 2032-q34 y esta constituido por 18 exones y 17 intrones.
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Hay 162 SNPs incluidos en la base de datos de GenBank, de los cuales 9 se
encuentran en regiones codificantes del gen y tan s6lo 2 provocan cambios de
aminoacidos.

Basandonos en los datos previos publicados realizamos el genotipado de los
SNPs por PCR a tiempo real utilizando ensayos Tagman en el equipo LightCycler 480
(Roche Diagnostics). Cada uno de los cuatro ensayos para el haplotipo TACC se realiz
con una pareja de cebadores y una sonda marcada con VIC en el extremo 5° y con FAM
en el extremo 3°. Los resultados se obtuvieron tras el analisis de las curvas de
fluorescencia proporcionadas por el propio software del LyghtCycler 480 (Roche
Diagnostics). (Figura 18)

C__31155530_10 (Call Rate = 100.000%)

3500

2500
T)
=~ 2000
o
2
2
< 1500
1000
500
0
-500 0 500 1000 1500 2000 2500
Allele 1 (A)
NTC (12) ® A/A (46) ® A/G (128) @® G/G (101)
X Omitted (1)
W Control (12) O With Flag(s) (12)

Figura 18: Imagen de genotipado: Gen glutaminasa.

El analisis de los microsatélites se realizd por electroforesis capilar en el equipo

CEQ 8000 Genetic System (Beckman Coulter) utilizando 0.3 uL del marcador de peso
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molecular GenomeLab DNA Size Standard-600 (Beckman Coulter). El tamafio de los
fragmentos se determind siguiendo las indicaciones del fabricante mediante el software
CEQTM 8000 Genetic System, version 5.0 (Beckman Coulter). Este programa interpola
los datos de cada muestra asignando el tamafio de los fragmentos en funcién del
marcador de peso molecular. Se considero largo largo cuando el nimero de repeticiones
de ambos alelos fue superior a 14 (Figura 19).
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Figura 19: Imagen del andlisis de Microsatélites

4.5.- Sobrecarga Oral de Glutamina

Previo a la realizacion de la curva de Sobrecarga Oral de Glutamina al paciente
se le informd sobre en que consistia la técnica y el procedimiento de la misma. Asi
mismo, y aunque el paciente ya firmé un consentimiento informado para entrar en el
estudio, se le entrega un consentimiento informado por escrito especifico para esta
prueba.

El procedimiento para la realizacion de dicho test es el siguiente:
1°) Se realiza una extraccion basal, en ayunas, de sangre venosa.

2°) Se administra 10 gr de glutamina (L-Glutamine, SHS SA., Espafia) diluida en 100
mL de agua.

3°) Se realiza una segunda, y Gltima extraccion, a los 60 minutos de la sobrecarga.
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Los valores de amonio basal se consideraron patoldgicos cuando fueron
superiores a 78 mcgr/dL. Este punto se corte se obtuvo mediante curvas ROC (logRank
22.100; p<0.0001).

Segln los datos publicados en la literatura, el test de SOG se considera
patologico cuando existe un incremento de los niveles de amonio superior a 128
mcgr/dL a los 60 minutos tras la ingestion de glutamina. Este punto de corte de 128 se
obtuvo en un estudio previo con un grupo de 47 pacientes con una media de edad de de
56 + 8.53 afios con cirrosis hepatica, de los cuales 12 (25.5 %) presentaban EHM, 6
(12.8 %) EH en seguimiento y 4 (8.5%) fallecieron. El punto de corte seleccionado fue
aquel que tenia una mejor especificidad (66.3%) y sensibilidad (90.9%) para predecir
Encefalopatia Hepatica utilizando una curva ROC (AUROC 0.77; p<0.0005) (Grande
L., 2005).

Asi mismo se cuantifico la diferencia entre ambos valores: Incremento de amonio

(A amonio: Amonio 60 minutos — Amonio basal),

Con estos datos, clasificamos a los pacientes en tres grupos segun el metabolismo

del amonio tras la Sobrecarga Oral de Glutamina (SOG):

- Pacientes con metabolismo normal: Valores normales tanto de amonio basal como
del A amonio.
- Pacientes con metabolismo parcialmente alterado: Con dos posibilidades
a) Amonio basal: Normal y A amonio: Alterado.
b) Amonio basal: Alterado y A amonio: Normal.

- Pacientes con metabolismo alterado: Amonio basal y A amonio Alterados
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Amonio Basal A amonio

Metabolismo normal

Metabolismo

Parcialmente Alterado

Metabolismo Alterado

- Normal
- Patolégico

4.5.1 .- Determinacién de Amonio.

Obtencidn y preparacion de las muestras.

Las muestras se extrajeron por venopuncion, en ayunas, obteniéndose muestras
de plasma en tubos de EDTA dipotasico, sin hemdlisis, que se conservaron en hielo,

centrifugadndose y realizando la determinacién dentro de los 20 minutos tras la
extraccion venosa.

Métodos de medida.

Debido a la vasta extension de tiempo en la que se ha realizado el estudio, la
determinacion de amonio se ha visto sometido a cambios en la tecnologia por la
resolucion de diferentes expedientes de compras a los que se ha visto sometido el

laboratorio donde se han realizado las determinaciones. Los dos métodos de medida
utilizados han sido:

A) Método de quimica seca:

El método utilizado es una técnica colorimétrica a punto final que, utilizando

tampones de pH alcalinos, convierte el ion amonio (NH4+) en amoniaco gas (NH3) que
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reacciona con el indicador azul de bromofenol. Se obtiene un compuesto coloreado que

se mide por reflectometria a 600 nm.

Equipo: Fusion 5.1.- Ortho Clinical Diagnostics.

B) Método enzimético:

Se basa en la determinacién de amonio plasmatico utilizando la enzima
glutamato deshidrogenasa (GLDH) que cataliza la aminacion reductora del 2-
oxoglutarato con NH4+ y NADPH para formar glutamato y NADP+. La concentracion
de NADP+ formado es directamente proporcional a la concentracion de amoniaco,
midiéndose, por tanto, la disminucion de la absorbancia por espectrofotometria a 340
nm.

GLDH
NH4* + 2-Oxoglutarato + NADPH —— L-glutamato + NADP* + H,0O

NADP: Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADP* forma oxidada; NADPH"
forma reducida).

Equipo: Sistemas Roche/Hitachi cobas ¢ (Roche Diagnostics)
Estudio de concordancia entre los dos métodos.
El estudio de concordancia entre los dos métodos anteriores se realiz6 con los
resultados de 73 muestras, medidas en ambos equipos simultaneamente, con el
programa estadistico SPSS (19.0; SPSS, Inc, Chicago, IL). El resultado mostrd

Coeficiente de Correlacién intraclase de 0,983 con un intervalo de confianza (0,961-
0,991).
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4.6.- Circuito de estudio de los pacientes

4.6.1.-Primera Visita Consulta Médica.

El circuito de visita de los pacientes se disefid para que en la misma mafiana
fueran vistos en primer lugar en la Consulta de Digestivo y en segundo lugar
pasaran a la consulta de Enfermeria para la realizacion de las pruebas funcionales.
Para ello, los pacientes son citados indicandoles que deben venir en ayunas y

citando en las primeras horas de la mafiana a los pacientes diabéticos.

En la Consulta de Digestivo el médico realiza:

Anamnesis Completa: Antecedentes Familiares, Antecedentes Personales,

incluyendo el tratamiento farmacoldgico actual, y Enfermedad Actual.
Exploracion Fisica Completa.

Ecografia Hepatica

Solicita Analitica:
Perfil General: Glucosa, Urea, Creatinina, Na*, K*, Calcio, Fosfato,
Proteinas Totales y LDH.
Perfil Hepatobiliar: Bilirrubina total, AST, ALT, GGT, Fosfatasa

Alcalina y Colinestersasa.

Perfil Dislipemia: Colesterol, Triglicéridos, HDL-Colesterol, LDL-

Colesterol y Acido Urico.

Otras determinaciones Bioguimicas: PCR, Albumina, AFP, TSH,
Hemoglobina Glicosilada (si
procede).

Hemograma

Estudio de Coagulacion.

- Revisa/Reajusta el tratamiento
- Entrega y firma de Consentimiento firmado

- Informa al paciente de su situacion actual, de la estrategia a seguir durante la

evolucion de enfermedad y resuelve todas las dudas que presente el paciente.
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4.6.2. Primera Visita Consulta Enfermeria.

Una vez finalizada la consulta médica, los pacientes fueron dirigidos a la
consulta de Enfermeria Digestiva donde se realizaron el resto de las pruebas. Estas
pruebas se realizaron por personal experto en las mismas, con amplia experiencia y

con la titulacion requerida para la realizacion de las mismas.

Las pruebas se realizaron en el siguiente orden:

1°) Estudio de Encefalopatia Hepéatica Minima:
- Tests Psicométricos
- Frecuencia Critica del Parpadeo

2°) Extraccion basal de sangre y Sobrecarga Oral de Glutamina.

El estudio de Encefalopatia Hepatica Minima se realiz6 en la propia consulta
siguiendo la metodologia explicada en el apartado 3.3. Una vez que el paciente hubo
terminado la prueba de la Frecuencia Critica del Parpadeo, fue acompariado por el
personal de enfermeria a una sala de cuidados intermedios dénde se realizd la
extraccion de sangre de la analitica basal solicitada por el médico y la SOG. El hecho de
que esta prueba se realizara en un area de cuidados intermedios fue por seguridad para

el paciente por si apareciera algin evento adverso durante el proceso.

4.6.3. Seguimiento de los pacientes.

El seguimiento de los pacientes se realizd semestralmente, tanto en la Consulta
Médica como de Enfermeria. En la Consulta Médica, se le pregunto al paciente por
cualquier evento ocurrido desde la ultima visita, se reviso la analitica solicitada en la
consulta anterior, se realizd exploracion fisica y ecografia hepatica de control y
finalmente revision y reajuste del tratamiento. Asimismo se solicito analitica de control
para la proxima visita. En esta analitica se incluyé hemograma, estudio de coagulacion,
perfiles de bioquimica (general, hepatobiliar y dislipemia), albumina y alfa feto
proteina. A continuacion, ese mismo dia, los pacientes acudieron a la consulta de
enfermeria, dénde, segun los criterios meédicos, volvieron a repetirse las pruebas

funcionales siguiendo exactamente el mismo protocolo ya descrito en la primera visita.
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Los episodios agudos, de descompensacién de la enfermedad se registraron por
los ingresos en urgencias y/o planta de los pacientes.

-Anamnesis
-Exploracion Fisica
-Ecografia Hepética

Consulta D -Solicitud de Pruebas Complementarias

-Revision Tratamiento

Médica -Firma Consentimiento

1° Visita -Informacion al paciente

Inicio Estudio .
( ) Consulta D _Diagnostico EH: PHES D Cu|dados D -Extraccion sangre
Enfermeria Fcc “S06

Intermedios

6 meses

-Anamnesis: Eventos desde Ultima visita
-Exploracion Fisica
-Ecografia Hepética

Consulta D -Solicitud de Pruebas Complementarias
2 -Revisién Tratamiento
Médica -Informacién al paciente

=
Seguimiento
=

Consulta I Cuidados -Extraccion san
-Pruebas segun criterio gre
Enfermeria D médico D D - SOG

Intermedios

6 meses

Cada 6 meses revision en

Consulta de seguimiento

Figura 20: Esquema del circuito de estudio de los pacientes

4.7.- Andlisis Estadistico.

En primer lugar, aplicamos técnicas de analisis estadistico exploratorio; tras las
cuales realizamos el analisis descriptivo de los datos. Las variables cuantitativas se
resumieron como media y desviaciones tipicas, o en su defecto con mediana y

percentiles 25 y 75 para datos con una marcada asimetria, y las variables cualitativas
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con porcentajes. Esta descripcion fue realizada globalmente y por grupos de respuesta a
la SOG (normal/ parcialmente alterado/ alterado).

Para la comparacion entre grupos se utilizé para las variables cualitativas el test
de Chi-cuadrado o Prueba exacta de Fischer y para las variables cuantitativas la T-
student o la prueba de U de Mann-Whitney en caso de distribuciones no normales (test
de Shapiro Wilk).

Para el célculo de los cut-offs 6ptimos para el amonio basal y tras la sobrecarga
oral de glutamina se utilizaron curvas ROC y el indice de Youden.

El método de Kaplan-Meier se utilizd para obtener las probabilidades, medianas
y cuartiles de los tiempos hasta la presentacion de EH. Se generaron estos estadisticos
globales y separados por grupos de SOG y se representaron las funciones de
supervivencia. El test Log-Rank se utilizd6 para comparar la igualdad de las

distribuciones del tiempo hasta EH entre grupos.

Realizamos modelos de Cox univariantes para identificar las variables que se
incorporarian a un modelo de Cox multivariantes de riesgos proporcionales,
seleccionando aquellas con p<=0,25. La regresion de Cox (riesgo proporcional) se
utilizé para crear modelos de tiempos de libres de EH incluyendo variables predictoras
(covariables) tanto categdricas como continuas. Para las variables introducidas en el
modelo se calcularon hazards ratio e intervalos de confianza al 95%, una vez validado el

supuesto de riesgos proporcionales.

El andlisis estadistico se realizo con el paquete estadistico IBM Corp. Released
2016. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 24. Armonk, NY:IBM Corp.
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5.- RESULTADOS

5.1.- Caracteristicas generales de la poblacidn en estudio.

En el estudio se incluyeron un total de 256 pacientes cirroticos, 185 (72,3%)
hombres y 71 (27,7%) mujeres (Figura 21). La media de edad fue de 57.5 (= 9.9) afios
(Min:32; Max: 84).

OHOMBRES
OMUJERES

Figura 21: Distribucién por sexo de la poblacion en estudio.

Las causas de la cirrosis en la poblacion en estudio fue: 53,1 % (135/254)
Alcohol, 30,7 % (78/254) VHC, 5,5 % (14/254) VHB; 2 % (5/254) HAI, 4,3% (11/254)
CBP, 3,5% (9/254) EHNA 'y 0,8 (2/254) % otras causas (Figura 22).

3.5%
4.3 %
2%

——0.8%

O Alcohol
EVHC
OVHB

O HAI
ocCBP

O EHNA
O Otros

Figura 22: Causas de cirrosis en la poblacion en estudio.
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En el momento que se incluyeron en el estudio, el indice pronostico Child-Pugh
de los pacientes fue: 64,5% (140/217) A, 32,3% (70/217) B, 3,2% (7/217) C (Figura
23). Estos porcentajes se calcularon sobre un total de 217 pacientes, ya que no se

dispuso de estos datos en 39 pacientes (15,2%).

OA
OB
ocC

Figura 23: Indice Child-Pugh de la poblacién en estudio.

Los pacientes fueron censurados a los seis afios de seguimiento (101/256: 39,8
%) o por algunos de estos tres motivos: presentar un episodio de EH (83/256: 32,7%),
someterse a un trasplante hepético (22/256: 8,7%) o éxitus (48/256: 18,9%). De los
casos de éxitus, el 76,2% fue debido a patologia hepética y el 23,8% a causa
extrahepatica (Figura 24).
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OEH

O Trasplante

O Exitus

O Fin seguimiento

Figura 24: Causas de finalizacion de estudio.

El resto de caracteristicas generales en las variables bioquimicas-hematoldgicas
de la poblacion en estudio se resume en la siguiente tabla (Tabla 12), en la que se
muestran los valores medios de las determinaciones, desviacion estandar y los valores

mMAaximos y minimos:
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Variable Media Desviacion Minimo Maximo
estandar

Urea (mg/dL) 35 14 11 87
Sodio (mEg/L) 139 3 129 147
Creatinina (mg/dL) 0.9 0.3 0.4 2.6
Bilirrubina total (mg/dL) 1.8 1.5 0.2 11.2
AST (U/L) 60 44 8 257
ALT (U/L) 50 43 8 246
Colinesterasa (U/L) 5282 2459 1241 12622
Fosfatasa Alcalina (U/L) 161 111 34 648
Glucosa (mg/dL) 124 59 64 444
Insulina (nU/mL) 19.4 11.3 2.6 60.6
HOMA 5.7 4.1 0.8 21.8
Albumina (g/dL) 3804 724 1800 6400
Alfa-Fetoproteina (ng/mL) 11 23 0.82 149
PCR (mg/L) 5.3 2.2 3.2 75
Hemoglobina (g/dL) 13.2 2.2 7.6 21.1
Hematocrito (I/1) 38.9 5.9 25.1 50.8
Leucocitos (x 10%/L) 5666 2318 1600 14100
Plaquetas (x 10%/L) 114 63 34 681
INR 1.3 0.3 0.8 3.6
Actividad protrombina (%) 72.7 17.8 13 113

Tabla 12.- Variables bioquimicas hematoldgicas de la poblacion en estudio

Respecto a los tests psicométricos y a la frecuencia critica del parpadeo los

valores medios, desviacion estandar y minimo y méaximo fueron (Tabla 13):
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Prueba Media Desviacion Minimo Maximo
estandar
PHES -2.9 3.0 -11 2
FCP 40.5 3.8 32.2 48.3

Tabla 13.- Valores de los test psicométricos y frecuencia critica del parpadeo en la

poblacién en estudio.

5.2.- Andlisis del metabolismo del amonio en la poblacion estudiada.

Los valores de amonio basal, amonio a los 60 minutos y de delta de amonio

(media, desviacién estandar, minimo y méaximo) en la poblacién estudiada se resumen

en la siguiente tabla (Tabla 14):

Variable Media Desviacion Minimo Maximo
estandar
Amonio basal 745 43.2 9 259
Amonio a los 60 min 122.2 73.5 13 410
(tras SOG)
Delta Amonio 48.3 47.9 -54 224

Tabla 14.- Valores de amonio (basal, alos 60 minutos y A amonio) en la poblacién en

estudio.

Como ya se comentd en el material y método, los valores de amonio basal se
consideraron patoldgicos cuando fueron superiores a 78 pgr/dL. Este punto se corte se
obtuvo mediante curvas ROC (Sensibilidad: 67,4% (IC 95%: 51,5%-80,9%);
Especificidad: 69,7% (IC 95%: 63,5 %-76,2%)). EI nimero de pacientes incluidos en

cada grupo se muestran en la tabla 15.

Amonio Basal n %
Normal (<78 mcgr/dL) 162 63,8 %
Alterado (>78 mcgr/dL) 92 36,2 %

Tabla 15.- NUmero de pacientes segin amonio basal.
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La diferencia entre ambos valores: incremento de amonio tras la sobrecarga oral
de glutamina (A amonio (Delta de Amonio): Amonio 60 minutos — Amonio basal) se
consideré patoldgica cuando fue superior a 33 ugr/dL. Punto de corte obtenido
mediante curvas ROC (Sensibilidad: 90% (IC 95%: 76,3% - 97,2%); Especificidad:
53,6% (IC 95% 76,3% 97,2 %)). El nimero de pacientes con A amonio normal o

alterado se muestra en la Tabla 16.

A amonio n %
Normal (<33 mcgr/dL) 112 45 %
Alterado (>33 mcgr/dL) 137 55 %

Tabla 16.- NUmero de pacientes segin A amonio.

Con estos datos, clasificamos a los pacientes en tres grupos segun el

metabolismo del amonio tras la SOG (Tabla 17):

1) Pacientes con metabolismo normal: Valores normales tanto de amonio basal como

del A amonio (Amonio basal < 78 mcgr/dL e A amonio < 33 mcgr/dL).

2) Pacientes con metabolismo parcialmente alterado: Con dos posibilidades
a) Amonio basal: Normal y A amonio: Alterado (Amonio basal < 78 mcgr/dL e A
amonio > 33 mcgr/dL).
b) Amonio basal: Alterado y A amonio Normal (Amonio basal > 78 mcgr/dL e A

amonio < 33 mcgr/dL).

3) Pacientes con metabolismo alterado: Amonio basal y A amonio Alterados

(Amonio basal > 78 mcgr/dL e A amonio > 33 mcgr/dL).
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Amonio Basal A amonio

(ngr/dL) (ngr/dL)

Metabolismo normal

Metabolismo

Parcialmente Alterado

Metabolismo Alterado

Tabla 17.- Clasificacion segun el metabolismo del amonio.

En la tabla 18 se muestra el nimero de pacientes que presentaron criterios de

cada grupo.
n %
Metabolismo
Normal 89 35,7
Parcialmente Alterado 93 37,3
Alterado 67 26,9

Tabla 18.- Numero de pacientes segun el metabolismo del amonio.

Dentro del grupo con metabolismo parcialmente alterados, existen dos
posibilidades: pacientes con metabolismo basal alterado o pacientes con A alterado. El

namero de pacientes que componen cada grupo se muestran en la tabla 19.

Metabolismo Parcialmente Alterado n % % Total
Basal alterado 23 9,2 24,7
A alterado 70 28,1 75,3

93 37,3 100

Tabla 19.- Numero de pacientes con metabolismo parcialmente alterado

79



Las caracteristicas de la poblacion por grupos se resumen en la tabla 20. En ella
se muestran los valores de cada variable en cada uno de los tres grupos en los que
hemos dividido a los pacientes segn el metabolismo del amonio. De cada variable, en
cada uno de los grupos, se muestra la media, desviacion estandar, valores minimos y

maximos y el valor de p para el estudio de la comparacion entre los grupos.

Al analizar los datos, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
para las siguientes variables: edad, urea, sodio, creatinina, ALT, Fosfatasa Alcalina,

Glucosa, HOMA, alfa-fetoproteina ni en el recuento leucocitario.

Se encontraron diferencias significativas entre los grupos para las siguientes
variables: Bilirrubina Total (p<0.001), AST (p=0.049), Colinesterasa (p<0.001),
Insulina (p=0.024), Albimina (p<0.001), Hemoglobina (p=0.033), Hematocrito
(p=0.031), Recuento de Plaquetas (p<0.001), INR (p<0.001) y Actividad de
Protrombina (p<0.001). Las diferencias encontradas por grupos de amonio se definen en
la tabla 20 del siguiente modo:

“ Diferencia entre los grupos normal y parcialmente alterado
! Diferencia entre los grupos normal y alterado

" Diferencia entre los grupos parcialmente alterado y alterado.

Grupos Media | Desviacion | Minimo | Méximo p
Variable Metabolismo estandar
Normal 57.4 9.4 32 75
Edad Parcialmente 58.4 10.2 37 84 0.509
alterado
Alterado 56.6 10 37 77
Normal 37 17 12 87
Urea Parcialmente 35 12 17 80 0.976
alterado
Alterado 35 13 11 66
Normal 139 3 131 144
Sodio Parcialmente 139 4 129 145 0.397
alterado
Alterado 139 4 129 147
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Variable Grupos Media | Desviacion | Minimo | Méximo p
Metabolismo estandar
Normal 0.9 0.2 0.4 1.9
Creatinina Parcialmente 0.9 0.3 0.5 2.3 0.456
alterado
Alterado 1 0.3 0.5 2.6
Normal 1.2 0.8 0.2 5.2
Bilirrubina Parcialmente 1.9 1.6 0.3 11.2 0.001
. alterado
Total Alterado 26 16 05 8.8
Normal 55 43 12 247
AST'/ Parcialmente 63 44 8 257 0.049
alterado
Alterado 65 47 18 224
Normal 54 49 8 246
ALT Parcialmente 49 44 12 226 0.911
alterado
Alterado 45 34 12 193
Normal 6526 2474 1447 12622
Colinesterasa”™’ | Parcialmente | 4969 2280 1241 11547 0.001
alterado
Alterado 4140 1942 1251 9424
Normal 136 73 53 344
Fosfatasa Parcialmente 176 132 34 611 0.107
) alterado
Alcalina Alterado 180 126 59 648
Normal 137 79 71 445
Glucosa Parcialmente 116 37 64 259 0.518
alterado
Alterado 115 44 75 306
Normal 17.3 11.4 3 60.6
Insulina’ Parcialmente | 19.1 9.6 2.6 50.5 0.024
alterado
Alterado 23.6 12.8 3.9 57.9
Normal 5.6 4.6 0.77 21
HOMA Parcialmente 5.4 3.1 1.1 14.3 0.234
alterado
Alterado 6.3 4.2 1.4 21.8

81




Variable Grupos Media | Desviacion | Minimo | Méximo p
Metabolismo estandar
Normal 4171 734 2240 6400
Albumina”*/ Parcialmente | 3758 658 1800 5370 0.001
alterado
Alterado 3438 581 1910 4620
Normal 119 25.7 0.9 140.1
Alfa- Parcialmente 11.9 24.2 0.8 149.8 0.914
) alterado
Fetoproteina Alterado 8.9 173 12 96
Normal 13.6 2.6 7.6 21.1
Hemoglobina®/ | Parcialmente | 13.5 1.5 10.1 17 0.033
alterado
Alterado 12.4 2.3 8.4 16.6
Normal 39.8 6.1 25.4 50.8
Hematocrito™/ | Parcialmente | 39.9 4.4 30.3 50.3 0.031
alterado
Alterado 6.7 25.1 49.4 31.6
Normal 5865 2197 1600 11800
Leucocitos Parcialmente 5704 2364 1900 12600 0.313
alterado
Alterado 5308 2548 2300 14100
Normal 125 50 46 287
Plaquetas’* Parcialmente 120 82 54 681 0.001
alterado
Alterado 91 40 34 262
Normal 1.2 0.1 0.8 1.76
INR"/ Parcialmente 1.3 0.2 1 2.21 0.001
alterado
Alterado 15 0.4 1 3.62
Normal 83.5 16.2 45 113
Actividad ™/ Parcialmente | 69.1 16 13 100 0.001
. alterado
Protrombina Alterado 64.1 15.9 28 99

Tabla 20.- Caracteristicas de la poblacién segtn el metabolismo del amonio.
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Respecto a los tests psicométricos y a la frecuencia critica del parpadeo los
resultados se muestran en la tabla 21. Ambas pruebas mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de metabolismo del amonio. Las
diferencias encontradas por grupos de amonio estan definidas del siguiente modo:

“ Diferencia entre los grupos normal y parcialmente alterado.
! Diferencia entre los grupos normal y alterado.

* Diferencia entre los grupos parcialmente alterado y alterado.

Variable Grupos Media | Desviacion | Minimo | Méaximo p
Metabolismo estandar

Normal -2.4 2.6 -11 2

PHES ' Parcialmente 2.6 3.3 -11 2 0.018
alterado
Alterado -4.3 2.9 -10 0
Normal 41.3 3.8 33.6 47.8

FCP'/ Parcialmente 40.7 3.5 329 47.6 0.042

alterado
Alterado 38.7 3.9 32.2 48.3

Tabla 21.- Valores de PHES y FCP de la poblacion segtn el metabolismo del amonio.

El analisis de frecuencias de las variables cualitativas con respecto al

metabolismo se muestra en tablas independientes a continuacion:

En la tabla 22 se muestran el total de casos y el porcentaje por sexo para cada
uno de los grupos del metabolismo, habiéndose encontrado diferencias significativas

entre hombres y mujeres (Figura 25).

Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento | 33 24 13 70
Mujer Porcentaje | 47,1 % 34,3 % 18,6 % 100 % 0.043
Recuento | 56 69 54 179
Hombre | Porcentaje | 31,3 % 38,5 % 30,2 % 100

Tabla 22: Distribucion por sexo y grupos de metabolismo.

83




100
90
80
70 ONormal
60
50
40
30 -
20 A
10 - —

0 r r
Hombres Mujeres

B Parcialmente
—| alterado

OAlterado

Figura 25: Distribucidn por sexo segun grupos de metabolismo

La tabla 23 muestra el nimero y porcentajes de las distintas etiologias de la
cirrosis para cada uno de los grupos del metabolismo, no habiéndose encontrado
diferencias significativas entre ellas (Figura 26).

Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento | 34 52 44 130
Alcohol | Porcentaje | 26,2 % 40,0 % 33,8 % 100 %
Recuento | 34 27 17 78
VHC Porcentaje | 31,3 % 38,5% 30,2 % 100 %
Recuento |8 2 3 13
VHB Porcentaje | 61,5 % 15,4 % 23,1 % 100 % 0.083
Recuento | 2 2 0 4
HAI Porcentaje | 50 % 50 % 0 100 %
Recuento | 6 4 1 11
CBP Porcentaje | 54,5 % 36,4 % 9,1 % 100 %
Recuento | 4 4 1 9
EHGNA | Porcentaje | 44,4 % 44,4 % 11,1 % 100 %

Tabla 23: Distribucion de la etiologia de la cirrosis por grupos de metabolismo.
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Figura 26: Etiologia de la cirrosis segun grupos de metabolismo
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La tabla 24 muestra el nimero de fallecimientos que se han producido en cada

uno de grupo en funcion del metabolismo del amonio, no habiéndose encontrado

diferencias significativas entre los tres grupos (Figura 27).

Muerte

Metabolismo Si No Total p
Recuento | 24 65 89

Normal Porcentaje | 27 % 73% 100 %

Parcialmente | Recuento | 33 60 93

Alterado Porcentaje | 35,5 % 64,5 % 100 % 0.257
Recuento | 26 41 67

Alterado Porcentaje | 38,8 % 61,2 % 100%

Tabla 24: Casos de muerte segun el metabolismo del amonio.

85




100-
80
60-
40

20+

Figura 27: Casos de muerte por grupos de metabolismo del amonio.
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En la tabla 25 se muestra el nimero de casos y los porcentajes que fueron causa

de fin del estudio para cada uno de los grupos del metabolismo del amonio. Habiéndose

encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 28).

Causa Final Estudio
Metabolismo EH | Exitus | Trasplante | Fin de Total | p
seguimiento

Recuento | 41 15 5 26 88
Normal Porcentaje | 47,1% | 17,2% |57 % 29,9 % 100 %
Parcialmente | Recuento | 25 16 9 43 93 0.008
Alterado Porcentaje | 269% | 17.2% | 9,7 % 46,2 % 100 %

Recuento | 15 15 8 28 66
Alterado Porcentaje |22,7% |227% |121% | 424% 100 %

Tabla 25: Causas de fin del estudio por grupo de metabolismo
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Figura 28: Causas de fin de estudio por grupos de metabolismo del amonio.
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En la tabla 26 se muestra la existencia o no de consumo de alcohol por grupo de

metabolismo del amonio, habiéndose encontrado diferencias significativas entre ambos

grupos (Figura 29).
Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento | 40 57 52 149
Si Porcentaje | 26,8 % 38,3% 34,9% 100 0.001
Recuento | 41 26 10 77
No Porcentaje | 53,2 % 33,8 % 13% 100

Tabla 26: Consumo de alcohol por grupos de metabolismo
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Figura 29: Consumo de Alcohol por grupos de metabolismo del amonio.

En la tabla 27 se muestra el nimero de pacientes en cada estadio, segln la

clasificacion Child-Pugh en el momento de comenzar el estudio por grupo de

metabolismo. Se encontrd diferencia estadisticamente significativa en cada uno de los

grupos (Figura 30).
Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento | 67 50 22 139
A Porcentaje | 48,2 % 36 % 15,8 % 100 %
Recuento | 11 28 28 67
B Porcentaje | 16,4 % 41,8 % 41,8 % 100 % 0.001
Recuento | 0 2 5 7
C Porcentaje | 0 % 28,6 % 71,4 % 100 %

Tabla 27: Estadio de Child-Pugh por grupos de metabolismo.
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Figura 30: Estadio de Child-Pugh por grupos de metabolismo del amonio.

En la tabla 28 se muestran los valores del indice MELD inicial por grupos de

metabolismo, habiéndose encontrado diferencias estadisticamente significativas entre

los tres grupos.

Variable Grupos Media | Desviacion | Minimo | Maximo p
Metabolismo estandar
Normal 9.1 2.4 6 17
indice MELD | Parcialmente | 11.2 33 6 20 0.001
alterado
Alterado 13.6 4.3 8 29

Tabla 28: indice MELD por grupos de metabolismo

5.3.- Andlisis del estudio de marcadores genéticos en la poblacion estudiada.

5.3.1.- Anélisis del haplotipo TACC del gen de la glutaminasa.

Se realizo el estudio de marcadores genéticos a un total de 135 pacientes. La

distribucion de cada uno de los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) que componen
el haplotipo TACC fue la siguiente (Tablas 29-33):
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n

%

TT 78 57,8 %
TC 44 32,6 %
CcC 13 9,6 %

Tabla 29: Distribucion del SNP 1 (rs37771310-intron 6) en la poblacién estudiada

n %
GG 43 31,8%
GA 61 45,2%
AA 31 23%

Tabla 30: Distribucion del SNP 2 (rs6743496-intron 7) en la poblacion estudiada.

n %
TT 42 30,6%
TC 58 43,3%
cC 35 26,1%

Tabla 31: Distribucion del SNP 3 (rs2883713-intron 9) en la poblacion estudiada.

n %
GG 21 15,5%
GC 66 48,8%
CcC 48 35,5%

Tabla 32: Distribucion del SNP 4 (rs3088307-3UTR) en la poblacion estudiada

n %
Presencia 78 57,6%
Ausencia 57 42 2%

Tabla 33: Distribucion del Haplotipo TACC en la poblacion estudiada
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La distribucion segun los grupos de metabolismo de cada uno de los haplotipos

se muestra en las tablas desde la 34 a la 38. Se encontro diferencias significativas entre

los grupos de metabolismo para el haplotipo 2 (p=0.016) y haplotipo 4 (p=0.001).

Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento 29 32 16 77
TT Porcentaje | 37,7% 41,6% 20,8% 100%
Recuento 18 17 8 43 0.973
TC Porcentaje | 41,9% 39,5% 18,6% 100%
Recuento 6 5 2 13
CcC Porcentaje | 46,2% 38,5% 15,4% 100%

Tabla 34: Distribucion del SNP 1 (rs3771310-intron 6) por grupos de metabolismo.

Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento 10 18 15 43
GG Porcentaje | 23,3% 41,9% 34,9% 100%
Recuento 29 23 7 59 0.016
GA Porcentaje | 49,1% 39% 11,9% 100%
Recuento 14 13 4 31
AA Porcentaje | 45,2% 41,9% 12,9% 100%

Tabla 35: Distribucion del SNP 2 (rs6743496-intron 7) por grupos de metabolismo.
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Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento 10 18 13 41
TT Porcentaje 24,4% 43,9% 31,7% 100 %
Recuento 27 20 9 56 0.067
TC Porcentaje | 48,2% 35,7% 16,1% 100%
Recuento 16 15 4 35
CC Porcentaje | 45,7% 42,9% 11,4% 100%

Tabla 36: Distribucion del SNP 3 (rs2883713-intron 9) por grupos de metabolismo.

Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento 4 5 11 20
GG Porcentaje | 20,0% 25,0% 55,0% 100%
Recuento 25 27 10 62 0.001
GC Porcentaje | 40,3% 43,5% 16,1% 100%
Recuento 22 18 5 45
cC Porcentaje | 48,9% 40,0% 11,1% 100%

Tabla 37: Distribucion del SNP 4 (rs3088307-3UTR) por grupos de metabolismo.

Metabolismo
Normal Parcialmente | Alterado | Total p
Alterado
Recuento 41 29 13 83
Presencia | Porcentaje | 49,4 % 34,9 % 15,7 % 100 %
Ausencia | Recuento 20 26 18 64 0.054
Porcentaje | 31,3% 40,6 % 28,1 % 100 %

Tabla 38: Distribucion del Haplotipo TACC por grupos de metabolismo.
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5.3.2.- Andlisis de microsatélite.

Se analiz6 un microsatélite en la region del promotor (5"UTR) que se definid
como 16xGCA en un total de 155 pacientes. Como ya se ha comentado en el material y
métodos segun el ndmero de repeticiones los alelos se agruparon en microsatélites
cortos (n<14) y microsatélite largo (n>14). La presencia del microsatélite largo (los dos

alelos largos) se encontré en 25 (16,1%) de los 155 pacientes estudiados.

La distribucion de los microsatélites, corto o largo, por grupos de metabolismo
se muestra en la tabla 39. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos

de metabolismo para ninguno de los dos microsatélites.

Metabolismo
Normal | Parcialmente | Alterado p
Alterado
_ o Recuento 56/63 47/57 23/31
Microsatélite corto i
Porcentaje | 88,9% 82,5% 74,2% 0.118
_ _ Recuento 7163 10/57 8/31
Microsatélite largo :
Porcentaje | 11,1% 17,5% 25,8%

Tabla 39: Distribucion de Microsatélites por grupos de metabolismo.

5.4.- Factores de riesqo para EH.

De los 256 pacientes que participaron en el estudio, en 86 casos (33,6%) se

constato la aparicion de EH, no apareciendo en los 170 casos (66,4%) restantes.

Para el analisis de los factores de riesgos dividimos éstos en distintos grupos:

- Variables epidemioldgicas: sexo, edad, consumo de alcohol, score Child-Pugh

inicial, score Meld inicial, episodios de EH previos.
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- Variables analiticas bioquimicas-hematolégicas: sodio, creatinina, bilirrubina
total, INR, AST, ALT, glucosa, insulina, HOMA, albimina, leucocitos,
plaquetas,

- Variables asociadas a la respuesta a la SOG y por tanto relacionadas con el
metabolismo del amonio. amonio basal, amonio a los 60 minutos, A Amonio.

- Variables asociadas con la presencia de EHM.

5.4.1.- Variables epidemioldgicas:

A) Sexo: De los 86 casos que desarrollaron EH durante el seguimiento, 62
(72,1%) fueron hombres y 24 (27,9 %) mujeres (Figura 31). No
encontrandose diferencias significativas por sexo entre los casos de EH y los
que no (p=0.965). En la tabla 40 se muestra el resumen de los datos con

respecto al sexo.

B)
ENCEFALOPATIA HEPATICA
Sexo Sl NO p
n 62 123
Hombres
% 72,1% 72,4% 0.965
n 24 47
Mujeres
% 27,9% 27,6%
Tabla 40: Distribucion por sexo de los episodios de EH.
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Figura 31: Distribucion por sexo de la EH.




B) Edad: La media de edad de los pacientes que desarrollaron EH fue de 59.1 afios

frente a los 56.7 de los pacientes que no la desarrollaron, no encontrdndose

diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla 41).

ENCEFALOPATIA HEPATICA

S

NO

Edad (media £DS)

59.1+11.2

56.7+09.1

0.128

Tabla 41: Edad media de los pacientes con y sin EH.

C) Consumo de Alcohol: En cuanto al consumo alcohol, de los 86 pacientes con

EH, 55 (73.3 %) eran consumidores de alcohol (Figura 32). No existiendo

diferencias significativas con respecto al consumo de alcohol entre los grupos con o

sin EH (p=0.195). En la tabla 42 se muestra el resumen de los casos con respecto al

consumo de alcohol.

ENCEFALOPATIA HEPATICA

Consumo Alcohol Sl NO p
n 55 98
Si
% 73,3% 62,4% 0.195
n 20 59
No
% 26,7% 37,6%

Tabla 42: Relacién entre el consumo de alcohol y los episodios de EH.
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Figura 32: Relacién entre la EH y el consumo de alcohol.

D) Child-Pugh inicial: Los pacientes que desarrollaron Encefalopatia Hepética
presentaron un valor inicial en el score Child-Pugh de 6.9, frente a los que no
presentaron EH que tuvieron un valor medio de score de 6. Encontrandose diferencias

significativas (p<0.0005) entre ambos grupos (Tabla 43).

ENCEFALOPATIA HEPATICA
S NO p

Child-Pugh (media £DS) 6.9+ 1.6 6+1.4 0.001

Tabla 43: Valores del score Child-Pugh en los pacientes con y sin EH.

E) Meld inicial: Al analizar los valores de Meld inicial también se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p=0.001) entre los pacientes con y sin EH,
presentando los pacientes con EH un valor de Meld inicial de 12.3 frente a 10.6 de los

pacientes que no presentaron cuadros de EH (Tabla 44).

ENCEFALOPATIA HEPATICA
Sl NO p

Meld (media £DS) 123 +4.2 10.6 +3.4 0.001

Tabla 44: indice MELD en los pacientes con y sin EH.

96




F) EH previa: Del total de los pacientes que se incluyeron en el estudio, 44 casos
habian tenido previo al estudio un episodio de encefalopatia hepéatica. De estos 44, la
mitad (22) sufrieron un episodio de EH durante los seis afios del estudio. Se encontrd
diferencias significativas entre los grupos de pacientes con y sin EH (p<0.018). En la
tabla 45 se muestra el resumen de los casos con respecto a los antecedentes de EH
preestudio (Figura 33).

ENCEFALOPATIA HEPATICA
EH pre-estudio Sl NO p
n 22 22
Si
% 25,6% 12,9% 0.018
n 64 148
No
% 74,4% 87,1%

Tabla 45: Casos de EH en pacientes con episodios de EH previos.

100 -
90 A
80 A
70 A

28 BEH previano

40 - OEH previa si
30 -
20 -
10 1
0 T T | | T

EH si EH no

Figura 33: Casos de EH con episodios de EH previa.

Por tanto, la puntuacion Child-Pugh inicial, el Meld inicial y los cuadros de EH
previa fueron las variables epidemioldgicas estadisticamente significativas como
factores de riesgo para desarrollar EH durante el estudio. El sexo, la edad y el consumo

de alcohol no fueron estadisticamente significativas como factores de riesgo asociados.

97



5.4.2.- Variables analiticas:

Respecto a las variables analiticas bioguimicas-hematolégicas analizadas en el

estudio, en la tabla 46 se muestran los valores medios + desviacién estandar en cada

uno de los dos grupos: pacientes con y sin EH.

Al analizar los resultados no se encontraron diferencias significativas entre los

grupos con y sin EH para las siguientes variables: Sodio, Creatinina, AST, ALT,

Glucosa, Insulina, HOMA y Leucocitos.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para: Bilirrubina total
(p=0.005), INR (p=0.003), Albumina (p<0.001), Recuento de plaquetas (p=0.002),
Amonio basal (p< 0.001), Amonio a los 60 minutos (p<0.001) y Delta de Amonio

(p<0.001).
ENCEFALOPATIA HEPATICA
Variables Sl NO p

Sodio (media £DE) 138 + 4 139+ 3 0.202
Creatinina (media £DE) 1+04 09+0.2 0.05
Bilirrubina total (media £DE) 21+ 1.4 1.7+£15 0.005
INR (media +DE) 1.4+04 1.3+0.2 0.003
AST (media +DE) 62 + 46 59 +43 0.479
ALT (media £DE) 42 +31 53 +47 0.171
Glucosa (media =DE) 131 + 60 121 £59 0.416
Insulina (media £DE) 19.9+12.2 19.1+10.9 0.793
HOMA (media £DE) 6.4+4.7 5.3+3.6 0.294
Albumina (media £DE) 3523 +698.21 3952.89 + 694.93 <0.001
Leucocitos (media +DE) 5908 + 3005 5531 £ 1833 0.979
Plaquetas (media +DE) 100 £ 49 122 + 68 0.002
Amonio basal (media £DE) 86.9 +46.3 68.2 +40.3 <0.001
Amonio 60 minutos (media £DE) 1459 + 67.8 110.2+73.6 <0.001
A Amonio (media £DE) 62.5+44.5 41.2 £48.1 <0.001

Tabla 46: Valores de las variables analiticas bioquimicas y hematolégicas en pacientes

cony sin EH.
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5.4.3.- Variables asociadas a la respuesta a la SOG

Siguiendo la interpretacion clasica de la SOG, de los 84 casos con EH, 52 casos
(61,9%) presentaron una sobrecarga patologica (> 128 mg/dL). De los pacientes que no
presentaron EH (n=167), 46 (31,6%) presentaron la sobrecarga patoldgica (p<0.0005)
(Tabla 47. Figura 34).

ENCEFALOPATIA HEPATICA
Respuesta SOG Sl NO p
n 32 121
Normal
% 38,1% 68,4% 0.001
n 52 46
Patologica
% 61,9% 31,6%

Tabla 47: Respuesta a la SOG en pacientes con y sin EH.

100 -
90 A
80 A

70
BSOG
60

£0 patologica
40 4 OSOG normal
30 -
20 -
10 1
0 T T T
EH si EH no

Figura 34: Respuesta a la SOG en pacientes con y sin EH
Como ya se ha comentado previamente, de la combinacion de los valores del

metabolismo basal y de la respuesta a la SOG (medida como A amonio), dividimos a los

pacientes en tres grupos: pacientes con metabolismo normal, pacientes con metabolismo
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parcialmente alterado y pacientes con metabolismo alterado. De los pacientes que
sufrieron EH (n= 84), 14 (16,7%) presentaron un metabolismo del amonio normal, 32
(38,1 %) presentaron un metabolismo parcialmente alterado y 38 (45,2 %) presentaron
un metabolismo totalmente alterado.

De los pacientes que no sufrieron episodios de EH (n=164), 74 (45,1 %)
presentaron un metabolismo del amonio normal, 61 (37,2%) presentaron un
metabolismo parcialmente alterado y 29 (17,7%) presentaron un metabolismo
totalmente alterado.

Al analizar los casos de EH por grupo de metabolismo se encontré diferencia
estadisticamente significativa (p <0.0001) entre los pacientes con y sin EH. Los casos y

los porcentajes se muestran en la tabla 48.

ENCEFALOPATIA HEPATICA
Grupos de SI NO p
metabolismo
n 14 74
Normal
% 16,7% 45,1%
n 32 61
Parcialmente 0.001
Alterado
% 38,1% 37,2%
n 38 29
Alterado
% 45,2% 17,7%

Tabla 48: Casos de EH por grupos de metabolismo.
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Figura 35: EH por grupos de metabolismo

5.4.3.1.- Impacto de la SOG en la Encefalopatia Hepética.

La interpretacion actual de los resultados de la curva de la SOG se basa tan s6lo
en el valor del nivel del amonio a los 60 minutos tras la ingesta de glutamina, no
teniendo en cuenta ni el valor basal ni el incremento de amonio (A amonio) a lo largo
del tiempo. De tal manera que un valor superior a 128 mg/dL a los 60 minutos de la
ingesta se considera patoldgico. En nuestro estudio de los 153 casos que presentaron un
amonio a los 60 minutos de la sobrecarga oral de glutamina normal, es decir, inferior o
igual a 128 mg/dL, 32 casos (20.9%) sufrieron un cuadro de EH. De los 98 pacientes
que presentaron un amonio a los 60 minutos alterado, esto es, superior a 128 mg/dL, 52
casos (53.1%) presentaron un episodio de EH: Log Rank 39.622; p<0.0001.
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Figura 36: Impacto de la SOG en la EH en funcién de los valores del amonio a los 60
minutos

Sin embargo, en nuestra hipétesis de trabajo, no s6lo tenemos en cuenta la
respuesta a la sobrecarga, sino que se tienen en cuenta el valor de partida de amonio
(basal) del paciente, asi como el incremento del mismo que se produce tras la
sobrecarga. Posteriormente, la interpretacion conjunta del valor basal de amonio junto
con el valor del A amonio (diferencia entre el amonio a los 60 minutos y el amonio
basal) nos ha permitido clasificar a los pacientes en tres grupos respecto al metabolismo
del amonio: metabolismo normal, metabolismo parcialmente alterado y metabolismo

alterado.

Segun el metabolismo basal, de los 162 casos que presentaron un metabolismo
basal normal, es decir un amonio basal inferior o igual a 78 mg/dL, 41 casos (25,3%)
sufrieron un cuadro de EH. De los 92 pacientes que presentaron un metabolismo basal
alterado, esto es, superior a 78 mg/dL, 45 casos (48,9%) presentaron un episodio de EH:
Log Rank 22.901; p<0.0001.
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Figura 37: Impacto de la SOG en la EH en funcién de los valores del amonio basal.

Analizando los resultados segin el A de amonio, de los 112 casos que
presentaron un delta de amonio normal, es decir inferior o igual a 33 mg/dL, 19 casos
(17%) sufrieron un cuadro de EH. De los 137 pacientes que presentaron un Ade amonio
alterado, esto es, superior a 33 mg/dL, 65 casos (47,4%) presentaron un episodio de EH:
Log Rank 33.154; p<0.0001.
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Figura 38: Impacto de la SOG en la EH en funcién de los valores del A amonio.

Al analizar de forma conjunta los resultados del amonio basal y A amonio,
dividiendo los pacientes en cada uno de los grupos de metabolismo previamente
descritos, obtenemos los siguientes resultados: 88 pacientes presentaron un
metabolismo del amonio normal, de los cuales, 14 (15,9%) presentaron EH. 93
pacientes presentaron un metabolismo parcialmente alterado, 32 de ellos (34,4%)
presentaron EH. Finalmente 67 pacientes presentaron un metabolismo alterado, 38
de ellos (56,7%) presentaron EH. Log Rank: 45.787; p<0.0001.

104



1,0
o 56.7% (38/67)
Alterado ——+
0,64 P N
Encefalopatia r o
Hepatica J_FJ 34,4% (32/93)
- +
0,47 a3 -+
. ,_r-r'FF + Farcialmente alterado, .4 _"I
= !
! T o
0,2 [ __r”'_ll —F
. i NUrmET‘,Lﬂ—-—n—H—_'
s ——t
P 15,9% (14/88)
oo
1 I I I
00 2,00 4,00 6,00

Seguimiento (afios)

Figura 39: Impacto de la SOG en la EH por grupos de metabolismo.

Finalmente, cabe destacar que la prueba de la SOG resultdé ser una prueba
segura, ya que fue bien tolerada por todos los pacientes, no presentando ninguno de

ellos efectos adversos.

5.4.3.2.- Propuesta de redefinicion de SOG

Como ya se ha comentado anteriormente, la interpretacion actual de los
resultados de la SOG tiene tan solo en cuenta el valor del amonio medido a los 60
minutos tras la administracion de glutamina. Sin embargo, la sobrecarga oral de
glutamina proporciona mas informacion adicional que pensamos puede ser de gran
utilidad en el manejo de los pacientes. Por un lado, proporciona datos sobre el valor
basal de amonio del paciente y por otra parte aporta también el valor de la diferencia
entre el valor medido a los 60 minutos de la sobrecarga y el valor basal (A amonio).
Teniendo todo esto en cuenta, junto con los otros factores relacionados de manera
independiente con la EH (Child Pugh (p<0.001), Meld (p< 0.001), Bilirrubina total
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(p<0.001), INR (p=0.003), Albumina (p<0.001), Plaquetas (p=0.002), amonio basal (p<
0.001), amonio a los 60 minutos (p<0.001), A amonio (p<0.001)) realizamos un analisis
de riesgo en el que se incluy6 el amonio basal, amonio medido a los 60 minutos tras la
sobrecarga y el A amonio. En este modelo sélo el A amonio se asoci0 de manera
independiente con la EH (HR: 2.34 (95 % IC: 1.25-4.42); p=0.008). Como ya hemos
referido anteriormente el A amonio se obtiene de la diferencia entre el valor de amonio a
los 60 minutos y el valor basal del mismo, este hecho podria explicar que este sea el
parametro que se asocie de manera independiente porque en realidad contempla los
otros dos valores. En segundo lugar, realizamos un segundo modelo en el que se
tuvieron en cuenta los tres tipos de metabolismo del amonio que hemos descrito en
funcién de la combinacidén del amonio basal y el delta de amonio. En este caso, y
tomando como referencia los pacientes con metabolismo de amonio normal, los
pacientes con metabolismo del amonio parcialmente alterado (HR: 2.62 (95 % IC: 1.40-
4.93); p=0.03), los pacientes con metabolismo del amonio totalmente alterado (HR:
6.55 (95 % IC: 3.5-12.18); p=0.0001), la edad (HR: 1.030 (95% IC:1.006-1.054);
p=0.014) el Meld inicial (HR: 1.063 (95 % IC: 1.001-1.129); p=0.045) y la albumina
(HR:0.99 (95% 1C:0.99-1.00); p=0.001) se asociaron de manera independiente con la
EH.

Como resumen podemos concluir que la definicién actual de la SOG s6lo tiene
en cuenta el valor de amonio a los 60 minutos tras la sobrecarga oral con glutamina, sin
embargo este valor no se asocia de manera independiente con la EH, sin embargo si
utilizamos el valor del A amonio y la combinacion de éste junto con el amonio basal que
da lugar a la clasificacion de los pacientes en los tres grupos ya vistos segun el
metabolismo del amonio si conseguimos una asociacién de manera independiente con la
EH lo que nos permitiria clasificar a los pacientes en distintos grupos de riesgo para

desarrollar dicha enfermedad.
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5.4.4.- Prevalencia de EHM.

La presencia de EHM, se constatd mediante la evaluacion de dos pruebas:

Realizacion de Tests Psicométricos (PHES) y Frecuencia Critica del Parpadeo (FCP).

Estas pruebas se realizaron el mismo dia de la SOG, de forma previa en el tiempo a la

misma.

El diagndstico de EHM se realizé cuando el valor de los PHES fue inferior a -4

y el de la FCP inferior o igual a 39. No se encontraron diferencias estadisticas

significativas para ninguna de los dos tests entre los grupos con y sin EH (Tablas 49 y

50).
ENCEFALOPATIA HEPATICA
PHES Sl NO p
n 23 64
Normal
% 60,5% 77,1% 0.096
n 15 19
Patologico
% 39,5% 22,9%
Tabla 49: Resultados de los PHES en pacientes con y sin EH.
ENCEFALOPATIA HEPATICA
FCP Sl NO p
n 17 47
Normal
% 53,12% 61,8% 0.530
n 15 29
Patologica
% 46,9% 38,2%

Tabla 50: Resultado de la FCP en pacientes con y sin EH.
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5.4.5.- Variables genéticas en la prediccion de EH.

La incidencia de cada uno de los SNPs que componen el haplotipo TACC
respecto la EH se resume en las tablas 51-54. De los pacientes que presentaron EH, el
70.4% presentaron el polimorfismo TT, el 20.4 % presentaron el polimorfismo TC y el
9.1 % presentaron el polimorfismo CC del SNP 1 (rs3771310-intrén 6). De los
pacientes que no presentaron EH, la distribucion de los distintos polimorfismos fue:
505% TT, 37.6 % TC y 11.8 % CC. La diferencia entre los pacientes con y sin EH fue
estadisticamente significativa (p=0.038) (Tabla 51).

ENCEFALOPATIA HEPATICA
Sl NO p
n 31 47
TT
% 70,4% 50,5%
n 9 35
TC 0.038
% 20,4% 37,6%
n 2 11
cC
% 9,1% 11,8%

Tabla 51: Distribucion del SNP 1 (rs3771310-intron 6) en los pacientes con y sin EH.

Respecto al SNP 2 (rs6743496-intron 7), de los pacientes que presentaron EH, el
50% presentaron el polimorfismo GG, el 33.3% GA y el 16.7% AA. De los pacientes
que no presentaron EH, el 23.6 % presentd el polimorfismo GG, el 50.5% GA y el 25.8
% AA. La diferencia entre los pacientes con y sin EH respecto a este SNP 2 fue también

estadisticamente significativa (p=0.01) (Tabla 52)
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ENCEFALOPATIA HEPATICA

Sl NO p
n 21 22
GG
% 50% 23,6%
n 14 47
GA 0.01
% 33,3% 50,5%
n 7 24
AA
% 16,6% 25,8%

Tabla 52: Distribucion del SNP 2 (rs6743496-intron 7) en los pacientes con y sin EH.

De los pacientes con EH, el 47,6%

presentaron el polimorfismo TT del SNP 3

(rs2883713-intron 9), el 28,6% TC y 23,8% CC. De los pacientes que no presentaron
EH la distribucion de los distintos polimorfismos fue: 22,8% TT, 50% TC y 27,2% CC.

Se encontr6 diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con y sin EH

(p=0.011) (Tabla 53).

ENCEFALOPATIA HEPATICA

Sl NO p
n 20 21
TT
% 47,6% 22,8%
n 12 46
TC 0.011
% 28,6% 50%
n 10 25
CC
% 23,8% 27,2%

Tabla 53: Distribucion del SNP 3 (rs2883713-intron 9) en los pacientes con y sin EH
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Para el dltimo SNP (SNP 4: rs3088307-3 UTR) del haplotipo TACC, la
distribucion de los diferentes polimorfismos fue la siguiente: de los pacientes con EH el
27,5% fue GG, el 40% GC y el 32,5% CC. De los pacientes sin EH el 10,1% fue GG, el
52,8% GC y el 37,1% CC. Hubo diferencias significativas entre los pacientes con y sin
EH (p=0.039) (Tabla 54).

ENCEFALOPATIA HEPATICA
Sl NO
n 11 9
GG
% 27,5% 10,1%
n 16 47
GC 0.039
% 40% 52,8%
n 13 33
CcC
% 32,5% 37,1%

Tabla 54: Distribucion del SNP 4 (rs3088307-3 UTR) en los pacientes con y sin EH

De los pacientes con EH, el haplotipo TACC lo presentaron el 48.9% frente al
51,1% que no lo presentaron. De los pacientes que no presentaron EH, el haplotipo
TACC se encontr6 en el 61,3%. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (p=0.217) (Tabla 55).

ENCEFALOPATIA HEPATICA
Sl NO
n 22 65
Si
% 48,9% 61,3% 0.217
n 23 41
No
% 51,1% 38,7%

Tabla 55: Distribucion del Haplotipo TACC en los pacientes con y sin EH.
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Respecto al estudio del microsatélite largo descrito previamente, de los pacientes
con EH el 80,4% no lo presentaron, encontrandose un porcentaje muy similar, 85,3%,
en los pacientes sin EH. La diferencia entre ambos grupos no fue estadisticamente
significativa (p=0.478) (Tabla 56).

ENCEFALOPATIA HEPATICA
Sl NO p
n 9 16
Si
% 19,6% 14,7% 0.478
n 37 93
No
% 80,4% 85,3%

Tabla 56: Distribucion del microsatélite en los pacientes con y sin EH.

Desde el punto de vista genético, ni el haplotipo TACC ni la presencia del
microsatélite largo se asociaron con un mayor riesgo de desarrollar EH. Sin embargo,
cuando se analizaron los distintos SNPs que componen el haplotipo TACC de manera
independiente, si se vio que los pacientes con y sin EH presentaron los distintos
polimorfismos de los distintos SNPs en distintos porcentajes, siendo todos ellos

estadisticamente significativos.

5.5.- Tipos de EH segun el metabolismo del amonio.

En los pacientes con EH se analizaron los valores (media £ DS) de distintas
variables por grupos de metabolismo del amonio, es decir, valorando la respuesta a la

SOG. Los valores se muestran en la tabla 57.
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Metabolismo del

EH

VARIABLES amonio SI p
Normal 63.4+9.1
Edad Parcialmente 60.2+12.1 0.089
Alterado
Totalmente Alterado 56.3+10.4
Normal 98+28
MELD inicial Parcialmente 114+ 34 0.001
Alterado
Totalmente Alterado 141+4.6
Normal 3888 + 551
AlbUmina Parcialmente 3576 = 767 0.039
Alterado
Totalmente Alterado 3344 + 659
Normal 46+ 26
AST Parcialmente 61 + 46 0.211
Alterado
Totalmente Alterado 72 +52
Normal 33+24
ALT Parcialmente 40 + 34 0.267
Alterado
Totalmente Alterado 49 + 32
Normal 09+0.2
Creatinina Parcialmente 1.1+04 0.408
Alterado
Totalmente Alterado 1+04
Normal 138+ 3
Sodio Parcialmente 139+5 0.981
Alterado
Totalmente Alterado 139+4
Normal 140 + 63
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Glucosa Parcialmente 124 + 50 0.646
Alterado
Totalmente Alterado 123 + 56
Normal 21.8+14.9
Insulina Parcialmente 147+7.4 0.04
Alterado
Totalmente Alterado 23.9+129
Normal 15+10
Bilirrubina Parcialmente 16+0.8 0.011
Total Alterado
Totalmente Alterado 26+17
Normal 5946+ 3042
Leucocitos Parcialmente 6272+ 3056 0.750
Alterado
Totalmente Alterado 5515 + 3116
Normal 113+ 58
Plaquetas Parcialmente 106 = 57 0.307
Alterado
Totalmente Alterado 91+41.4
Normal 1.3+0.1
INR Parcialmente 1.3+0.1 0.042
Alterado
Totalmente Alterado 15+05

Tabla 57: Pacientes con EH: anélisis de variables por grupos de metabolismo del

amonio.
Analizando cada una de las variables se observa lo siguiente:
1°9) Edad: Los pacientes con EH y un metabolismo del amonio normal fueron de
mayor edad que aquellos con un metabolismo parcialmente alterado o alterado (63.4 vs.

60.2 vs. 56.3). No se encontré diferencia significativa entre los distintos grupos
(p=0.089).
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2°) MELD inicial: Los pacientes con EH y metabolismo del amonio normal
presentaron un indice MELD inicial menor que aquellos con un metabolismo
parcialmente alterado o alterado (9.9 vs. 11.4 vs. 14.1), encontrdndose diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (p=0.001).

3% Albumina: Los pacientes con EH y metabolismo del amonio normal presentaron
valores de albumina en suero superiores que aquellos con un metabolismo parcialmente
alterado o alterado (3888 vs. 3576 vs. 3344 g/dL). Entre los tres grupos del
metabolismo del amonio si se encontrd diferencias estadisticamente significativas
(p=0.039).

4% AST: Los pacientes con EH y metabolismo del amonio normal presentaron valores
de AST inferiores que aquellos con un metabolismo parcialmente alterado o alterado
(46 vs. 61 vs. 72 U/L). Entre los tres grupos del metabolismo del amonio no se encontro6

diferencias estadisticamente significativas (p=0.211).

5°) ALT: Los pacientes con EH y metabolismo del amonio normal presentaron valores
de ALT inferiores que aquellos con un metabolismo parcialmente alterado o alterado
(33 vs. 40 vs. 49 U/L). No se encontro diferencia estadisticamente significativa entre los

tres grupos (p=0.267).

6°) Creatinina: Los pacientes con EH y metabolismo normal del amonio presentaron
valores de creatinina inferiores que aquellos con metabolismo parcialmente alterado o
alterado (0.9 vs. 1.1 vs. 1 mg/dL). No hubo diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos (p=0.408).

7°) Sodio: Los valores de sodio de los pacientes con EH fue practicamente igual en los
tres grupos de metabolismo del amonio (138 vs. 139 vs. 139 mEg/L), no habiendo, por

tanto, diferencias estadisticamente significativas ente los mismos (p=0.981).

8% Glucosa: Los pacientes con EH y metabolismo del amonio normal presentaron
valores de glucosa superiores a aquellos con metabolismo parcialmente alterado o
alterado (140 vs. 124 vs. 123 mg/dL). No hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (p=0.646).
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99 Insulina: Respecto a la insulina, los pacientes con metabolismo normal vy
metabolismo alterado del amonio presentaron valores superiores (21.8 vs. 23.9 pyU/mL
respectivamente) frente a aquellos con un metabolismo parcialmente alterado (14.7). Si

se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=0.04).

10°) Bilirrubina total: Los pacientes con EH y metabolismo normal del amonio
presentaron valores de bilirrubina total inferiores que aquellos con metabolismo
parcialmente alterado o alterado (1.5 vs. 1.6 vs. 2.6 mg/dL). Hubo diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos (p=0.011).

11°) Leucocitos: Los pacientes con metabolismo normal y parcialmente alterado del
amonio presentaron valores superiores de leucocitos (5946 vs. 6272 x10%L
respectivamente) que aquellos con un metabolismo totalmente alterado (5515). No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=0.750)

12°) Plaquetas: Los pacientes con EH y metabolismo del amonio normal presentaron
valores de recuento plaquetario superiores a aquellos con metabolismo parcialmente
alterado o alterado (113 vs. 106 vs. 91 x10%L). No hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (p=0.307).

13°) INR: Los pacientes con EH y metabolismo del amonio normal presentaron valores
de INR inferiores a aquellos con metabolismo parcialmente alterado o alterado (1.3 vs.
1.3 vs. 1.5). La diferencia entre los grupos fue estadisticamente significativa (p=0.042).
Con todos estos datos, se observa que aquellos pacientes con EH y con una
respuesta a la SOG normal, es decir, con un metabolismo del amonio normal, presentan
alterados aquellos parametros analiticos asociados la inflamacion: presentan una edad
mayor, mayores niveles de glucosa y de insulina y, por tanto, de resistencia a la

insulina, y valores superiores de recuento leucocitario (Figuras 40-42).
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Edad (aiios)
63,4

64
62 -
60 -
58 -
56 -
54 -

52 - -

60,2

20,5

Normal Parcialmente alterado Alterado

Figura 40: Edad media por grupos de metabolismo en los pacientes con EH.

Leucocitos
6400 6272
6200
6000
5800 -
5600 -
5400 -
5200
5000 -
NH3 Normal NH3 parcialmente NH3 alterado
alterado

Figura 41: Valores de recuento leucocitario por grupos de metabolismo en los

pacientes con EH.

Glucosa (mg/dL)
145 140
140
135 -
130
175 - 124 123
120
115 -
itfo— —~——7— 7T
NH3 Normal NH3 parcialmente NH3 alterado
alterado
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Figura 42: Valores de glucosa por grupos de metabolismo en los pacientes con
EH.

Por otro lado, aquellos pacientes con EH y con una respuesta alterada a la SOG,
es decir con un metabolismo del amonio parcialmente alterado o totalmente alterado,
presentan alterados aquellos parametros asociados a disfuncion hepatica: asi presentan
valores mayores del indice MELD inicial, valores inferiores de albimina sérica y de
plaquetas y valores superiores de enzimas hepaticas (AST y ALT), de bilirrubina total y
de INR (Figura 43-49).

MELD

16 14,1

Normal Parcialmente alterado Alterado

Figura 43: Indice MELD por grupos de metabolismo en los pacientes con EH

Plaquetas
120 113 106
100 -
80 -
60 -
40
20
0 -
NH3 Normal NH3 parcialmente NH3 alterado
alterado

Figura 44: Valores de recuento plaquetario por grupos de metabolismo en los

pacientes con EH.
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INR

1,55
1,5
1,45
1,4
1,35
1,3
1,25
1,2 -

Normal Parcialmente alterado Alterado

Figura 45: Valores de INR por grupos de metabolismo en los pacientes con EH.

AST (Ul/mL)

NH3 Normal NH3 parcialmente NH3 alterado
alterado

Figura 46: Valores de AST por grupos de metabolismo en los pacientes con EH.
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ALT (Ul/mL)

NH3 Normal NH3 parcialmente NH3 alterado
alterado

Figura 47: Valores de ALT por grupos de metabolismo en los pacientes con EH.

Albumina (g/dL)

4000

3800 -

3600 -

3400 -

3200

3000 -
Normal Parcialmente alterado Alterado

Figura 48: Valores de albumina por grupos de metabolismo en los pacientes con EH.

Bilirrubina (mg/dL)

2,6

2,5

Normal Parcialmente alterado Alterado

Figura 49: Valores de bilirrubina por grupos de metabolismo en los pacientes con EH.
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Por tanto, estos datos nos permiten clasificar la EH en dos tipos, una asociada a
disfuncion hepética y otra asociada a la inflamacion.
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6.- Discusion.

La EH es una enfermedad que afecta a un tercio de los pacientes con cirrosis
hepatica, siendo considerada una de las complicaciones mayores de dicha patologia
(Romero-Gomez y cols., 2014). Sin embargo, los datos exactos, en cuanto a incidencia
y prevalencia se refieren, son dificiles de conocer ya que, a veces, las manifestaciones
clinicas no son claramente evidentes, lo que ha hecho que se desarrollen mdltiples
herramientas para su deteccion (Vilstrup H y cols., 2014), dificultando también este

hecho la exactitud de los datos.

Un diagnostico correcto de la EH es necesario por varios motivos, entre los que
cabe destacar:

1. Actualmente, se sabe con exactitud que tras un episodio de EH aparecen
secuelas a nivel cerebral que favorecen un deterioro cognitivo precoz
(Bajaj y cols., 2010; Riggio y cols., 2011).

2. LaEH es la descompensacion de la cirrosis hepatica que provoca un peor
prondstico de la enfermedad a corto plazo (Planas y cols., 2004).

3. El riesgo de recurrencia tras un primer episodio de EH se sitda en torno
al 40% en el primer afio (Romero-Gémez y cols., 2001).

4. La supervivencia al afio de haber presentado el primer episodio de EH se
situa en torno al 50%, pudiendo descender hasta el 15-23% a los tres
afios del primer episodio (Bustamante y cols., 1999; Planas y cols.,
2004).

5. Los pacientes con EH tienen un mayor riesgo de caidas (Tapper y cols.,
2015) y accidentes de trafico (Bajaj y cols., 2008).

6. La EH es la principal causa de hospitalizacion en pacientes cirroticos
(Tapper y cols., 2016; Di Pascoli M y cols., 2017).

7. La aparicion de signos por primera vez de EH es motivo suficiente para

indicar posibilidad de trasplante cardiaco.

Sin embargo, este diagnostico no siempre resulta facil de realizar de forma

precoz. La EH en estadios iniciales, EHM, es una de las entidades que mas dificultad
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diagndstica presenta, debido a que la clinica en el momento del diagnéstico no es
evidente siendo necesario la utilizacibn de pruebas neuropsicométricas vy

neurofisioldgicas. La deteccion precoz de EHM es importante por:

1. Aproximadamente el 84% de los pacientes que desarrollan EH durante el
seguimiento presentan EHM en el estudio basal (Ferenci y cols., 2002)

2. Existe clara evidencia de que la presencia de EHM afecta la calidad de
vida, incluyendo su aptitud laboral, de los pacientes (Groeneweg y cols.,
2000).

3. En el afio 2018 Ampuero y cols., publicaron un estudio multicéntrico de
320 pacientes seguidos prospectivamente durante 5 afios, en el que
demostraron que la presencia de EHM se asociaba con una progresion

mas agresiva de la enfermedad (Ampuero y cols., 2018).

Por todo lo dicho anteriormente, es fundamental prevenir el desarrollo de EH.
Identificar a los pacientes de riesgo permitiria disefiar estudios farmacoldgicos
encaminados a la prevencion y a una mejora de las opciones terapéuticas que se les
puede ofrecer a estos pacientes (Riggio y cols., 2015). Ademas, la deteccion de
pacientes con mayor riesgo de presentar EH permitiria un seguimiento mas exhaustivo
de los mismos con revisiones mas frecuentes, proporcionando una formacién al paciente
y familiares que ayuden a evitar los posibles desencadenantes (Riggio y cols., 2015). Es
necesario, por tanto, disponer de herramientas que permitan estratificar a los pacientes
en distintos grupos de riesgo y asi poder actuar de manera preventiva sobre ellos. Para
que estas herramientas sean Utiles deben permitir realizar un screening a todos los
pacientes con cirrosis para lo cual deben ser pruebas simples, baratas y que pueden ser

utilizadas durante el seguimiento rutinario de estos pacientes (Tapper y cols., 2018).

En los ultimos afios, se han publicado algunos estudios en los que se ha
propuesto distintos modelos que permitirian estratificar a los pacientes en distintos
grupos de riesgos para desarrollar EH. Asi, en el afio 2015 Riggio y cols., publicaron un
estudio observacional prospectivo en el que siguieron a un total de 216 pacientes
cirréticos durante 14.7+11.6 meses. En el analisis multivariante que realizaron el
desarrollo de EH durante el seguimiento se relacion6 con la presencia de EH previa, y

de EHM diagnosticada mediantes tests psicométricos y con niveles de albumina
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inferiores a 3.5 g/dL (ABC= 0.74, 95% 1C:0.66-0.83). Se cre6 un segundo modelo en el
que se excluyd la EHM dejando los otros dos pardmetros (ABC= 0.71, 95% IC:0.63-
0.78). No hubo diferencia estadisticamente significa entre los dos modelos en la
capacidad de identificar pacientes en riesgo de EH (p=0.104). Se realizd un tercer
modelo en el que se excluyeron los pacientes con episodios de EH previa. En este
analisis las Unicas variables que se asociaron significativamente de forma independiente
con el desarrollo de EH fueron la presencia de EHM vy la albumina (Area bajo la curva.
(AUROC): 0.72). Como conclusion final, los autores sugieren que se puede predecir la
posibilidad de desarrollar EH, principalmente usando el modelo que incluye los niveles
de albdmina, episodios de EH previa, asi como la presencia de EHM diagnosticada
mediante tests psicométricos. En caso de que estos Ultimos no estuvieran disponibles,
con los dos otros pardmetros también se obtienen buenos resultados. Tres afios mas
tarde, en el afio 2018, Tapper y cols., han publicado un estudio retrospectivo de 1979
pacientes sin episodios de EH previa y seguidos durante 5 afios. Disefiaron dos modelos
multivariantes, uno con los datos basales de los pacientes y el otro con los datos
obtenidos longitudinalmente en el tiempo, y en los que incluyeron cuatros parametros
de facil obtencidn: dos pruebas de laboratorio rutinarias (bilirrubina total y aloumina) y
la toma o no de dos medicamentos (estatinas y beta blogueantes no selectivos),
informacién obtenida durante la anamnesis. Estos modelos presentaron un AUROC de
0.68 (0.66-0.70) y de 0.73 (0.71-0.75), respectivamente, concluyendo que el riesgo de
los pacientes con cirrosis para desarrollar EH pueden ser estratificados utilizando este
simple modelo. No obstante, son conscientes de que al tratarse de un estudio
retrospectivo necesitaria una validacion externa prospectiva. Ademas de esta limitacion,
Ridola y col., apuntan como otras limitaciones el hecho de que este estudio no tenga en
cuenta los episodios previos de EH, asi como el uso inadecuado de métodos estadisticos
en el anélisis de resultados. Estos estudios predicen el desarrollo o no de EH pero no

estratifican a los pacientes en distintos grupos de riesgo.

En nuestro estudio, presentamos una redefinicién en la interpretacion de los
resultados de la SOG que ayudaria a estratificar el riesgo de EH en los pacientes
cirroticos. La SOG es una curva de estimulacion que consiste en medir los niveles de
amonio basal y a los 60 minutos tras la ingesta de 10 gramos de glutamina. Hasta ahora
el resultado de la misma se considera patoldgico o no en funcién del valor de amonio a

los 60 minutos, independientemente del valor de amonio basal de partida y del
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incremento del mismo que se produce durante la sobrecarga. En el afio 2002 Romero-
Gomez y cols, situaron el punto de corte en 128 ug/dL y sus resultados se utilizaban
como un marcador prondéstico y de mortalidad en la EH (Romero-Gomez y cols.,
2002). En nuestro estudio proponemos tener en cuenta tanto el valor basal de amonio
como el A del amonio (diferencia entre los valores de amonio a los 60 minutos y el
amonio basal) de tal manera que la combinacion de ambos nos permite realizar una
clasificacion de los pacientes en tres grupos de riesgo para desarrollar EH (pacientes
con metabolismo del amonio normal, pacientes con metabolismo del amonio
parcialmente alterado y pacientes con metabolismo totalmente alterado). La
clasificacion de los pacientes en estas tres categorias usando la combinacion de datos
descrita permite identificar mejor a los pacientes de riesgo que la definicién clasica que
tan solo tiene en cuenta el valor del amonio a los 60 minutos tras la sobrecarga. La
potencia de nuestro estudio frente al del afio 2002 se basa, en primer lugar, en que hay
que tener en cuenta que en el primer estudio el nimero de pacientes fue de 70 frente a
los 256 pacientes incluidos en nuestro trabajo. En segundo lugar, también existe una
diferencia importante en el tiempo de seguimiento, 10 meses frente a los 6 afios de
nuestro estudio estudio.

Clasificando a los pacientes en estos tres grupos de riesgo para EH, los pacientes
con metabolismo normal de amonio presentaron un riesgo de desarrollar EH de 15,9%,
frente al 34,4% de los pacientes con metabolismo parcialmente alterado y el 56,7% de
los pacientes con metabolismo totalmente alterado, lo que nos permitiria clasificar a los

pacientes en de bajo, intermedio y alto riesgo para desarrollar EH a lo largo del tiempo.

Esta interpretacion de la SOG, nos permite observar que los pacientes con
metabolismo del amonio alterado y parcialmente alterado presentaron niveles mas
elevados que los pacientes con metabolismo normal de los parametros de disfuncion
hepética: bilirrubina total (2.60 vs. 1.91 vs. 1.18 mg/dL), AST (64.97 vs 63.05 vs. 54.74
U/L), recuento de plaquetas (90.65 vs 119.54 vs 124.86 x10%L) e INR (1.47 vs 1.31 vs
1.16)

Por otro lado, en los pacientes sin alteracion del metabolismo del amonio se
encontraron alterados parametros relacionados con la inflamacion que no se observaron
en los pacientes con un metabolismo parcialmente alterado y alterado: edad (63.36 vs
60.22 vs 56.30), glucosa en sangre (140.08 vs 124.14 vs 123.28 mg/dL) y leucocitos
(5946.15 vs 6272.22 vs 5515 x10%/L).
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Mientras que los pacientes con un metabolismo del amonio normal presentan
alteracion de los parametros inflamatorios frente a los pacientes con un metabolismo
parcialmente alterado y alterado del amonio. Con ello, definimos dos tipos de EH, una
con respuesta normal a la SOG y asociada en su patogénesis a procesos inflamatorios y
un segundo tipo con respuesta alterada a la SOG y por tanto relacionada con alteracion
en el metabolismo del amonio. Esta clasificacion permitiria dirigir los tratamientos de
forma personalizada y permitiria disefiar estudios dirigidos para la prevencion y

tratamiento de ambos tipos de EH.

Ademas, la SOG resulta una prueba sencilla, de facil realizacién, poco costosa,
que se realiza en un tiempo relativamente corto (60 minutos) y que es bien tolerada por
los pacientes. Ninguno de los pacientes de nuestro estudio presentd efectos adversos ni

durante ni posteriormente a su realizacion.

En el analisis de los factores de riesgo estudiados para desarrollar EH, ademas
de los relacionados tanto con el metabolismo del amonio como con la inflamacion, se
analizaron dos variables genéticas (haplotipo TACC del gen de la glutaminasa y el
estudio del microsatélite largo en la region del promotor (5’UTR del mismo)) con el
objetivo de analizar si estos factores, que en estudios previos publicados habian

demostrado su vinculacién con la EH, influian en la respuesta a la SOG.

Asi, en el afio 2010, Romero-Goémez y col. publicaron un trabajo con 286
pacientes cirroticos y 107 sujetos sanos en los que los pacientes que presentaron los dos
alelos largos del microsatélite mostraron un mayor riesgo de EH. En nuestro estudio,
aunque la diferencia entre grupos no fue estadisticamente significativa, los porcentajes
de pacientes que presentaron el microsatélite largo fue superior en aquellos con un
metabolismo del amonio alterado (25,81%) y parcialmente alterado (17,54 %) que en
aquellos con un metabolismo normal del amonio (11,1%). En el caso de los pacientes
con metabolismo totalmente alterado, el porcentaje de pacientes con microsatélite largo
era mayor al doble que aquellos con un metabolismo del amonio normal. En nuestro
caso, el numero de pacientes a los que se le realizo el estudio genético (n= 135) es
menos de la mitad de los del estudio previo del afio 2010, lo que podria explicar el

hecho de que no fuera estadisticamente significativo con nuestro tamafio muestral.
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Respecto al haplotipo TACC, en el afio 2009, Jover y col, demostraron que su
presencia actuaba como haplotipo protector apareciendo solo en el 2,6% de los
pacientes con EH. Estos datos practicamente se confirman en nuestro estudio (p=0.054),
de tal manera que el haplotipo aparece en el 49,4% de los pacientes con un metabolismo
del amonio normal, mientras que en los pacientes con un metabolismo del amonio
alterado sélo aparece en el 15,7%. La presencia, por tanto, del haplotipo TACC parece
que podria influir en la respuesta a la SOG. Al igual que ocurria al analizar
estadisticamente los datos anteriores probablemente al aumentar el tamafio muestral los
datos muestren diferencias claramente significativas entre los distintos grupos de

metabolismo.

Con todo lo dicho, podemos concluir que la SOG es una prueba sencilla, bien
tolerada por los pacientes y que, con la nueva interpretacién propuesta en nuestro
estudio, permite identificar a pacientes cirréticos en riesgo de desarrollar EH lo que
permitiria intensificar la vigilancia en los mismos, asi como la toma de medidas
preventivas. Asi mismo, puede diferenciar dos tipos de encefalopatia (asociada a
disfuncion hepética o a procesos inflamatorios). Esta clasificacion permitiria optimizar
y personalizar los tratamientos, individualizandolos, para cada caso concreto, para
incidir en cada uno sobre el mecanismo de accion principal que provoque dicha
patologia actuando sobre distintas dianas terapelticas Asi mismo permitiria el
desarrollo farmacoldgico de distintas terapias dirigidas a los distintos mecanismos de

accion.
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7.- Conclusiones.

1.- La curva de Sobrecarga Oral de Glutamina permite identificar a los pacientes
cirréticos en riesgo de desarrollar Encefalopatia Hepéatica. Para ello proponemos
interpretar los resultados de la misma teniendo en cuenta tanto el valor basal de amonio
como el valor a los 60 minutos tras la sobrecarga, pero este ultimo para calcular el valor

delta (diferencia entre amonio a los 60 minutos y amonio basal).

2.- La combinacion de los valores de amonio basal (> 78 pg/dL) y el incremento tras la
sobrecarga (delta > 33 pg/dL) permite establecer tres grupos en funcion del riesgo a
desarrollar EH: bajo (pacientes con metabolismo normal), medio (pacientes con
metabolismo parcialmente alterado) y alto riesgo (pacientes con metabolismo

totalmente alterado).

3.- La Sobrecarga Oral de Glutamina permite identificar dos tipos de encefalopatia

hepaética:
- Una asociada con disfuncion hepatica y por tanto con alteracion del
metabolismo del amonio.

- Un segundo tipo asociado a inflamacidon y a resistencia a la insulina.

4.- La Sobrecarga Oral de Glutamina es una prueba segura y bien tolerada por los

pacientes.
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