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CHARACTERIZATION OF COGNITIVE IMPAIRMENT AND INFLAMMATION
IN PATIENTS WITH MINIMAL HEPATIC ENCEPHALOPATHY

ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome characterized by a series of
neurological disorders resulting from liver failure, such as cirrhosis. Minimal hepatic
encephalopathy (MHE) represents the initial stage of this disease and is characterized by mild
and subtle cognitive impairment that worsens the quality of life of patients.

The EHM is diagnosed by the test called PHES. This test consists of a battery of 5 subtests, each
of which evaluates a different cognitive aspect, if the result of this test is -4 or less, the patient
is considered to have MHE. However, some patients classified as having no MHE due to PHES
show some cognitive impairment; this group of patients is called "border-line". There is another
type of test that evaluates cognitive and motor skills focused on characterizing this cognitive
impairment.

On the other hand, the concentration of ammonium and the levels of interleukins IL-6 and IL-18
in blood have been measured, because a correlation has been found between the levels of
hyperammonemia and inflammation with cognitive deficit.

This study aims to demonstrate that the PHES is not sensitive enough for the early diagnosis of
cognitive deterioration while others are, to prove the existence of a borderline group and to
relate the levels of ammonium and cytokines with cognitive impairment.

The results obtained in the different tests show that the PHES does not detect the presence of
borderline patients, while with other tests they are identified and differentiated from patients
without MHE. These results are corroborated by the concentration of the interleukins, since
both patients with MHE and borderline have a higher interleukin concentration compared to
subjects without MHE. Regarding ammonium, no significant variations were observed between
different patients.
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CARACTERIZACION DEL DETERIORO COGNITIVO Y LA INFLAMACION EN
PACIENTES CON ENCEFALOPATIA HEPATICA MiINIMA

RESUMEN

La encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome neuropsiquiatrico que se caracteriza por una serie
de trastornos neuroldgicos resultantes de una insuficiencia hepdtica, como es la cirrosis. La
encefalopatia hepatica minima (EHM) representa el estadio inicial de esta enfermedad vy se
caracteriza por presentar un deterioro cognitivo leve y sutil que empeora la calidad de vida de
los pacientes.

La EHM se diagnostica por medio del test denominado PHES. Este test consiste en una bateria
de 5 subtests, cada uno de los cuales evalla un aspecto cognitivo diferente, si el resultado de
este test es -4 o menor, se considera que el paciente padece EHM. Sin embargo, algunos
pacientes clasificados como sin EHM por el PHES muestran un cierto deterioro cognitivo, este
grupo de pacientes recibe el nombre de “border-line”. Se cuenta con otro tipo de test que
evaldan habilidades cognitivas y motoras enfocados a caracterizar este deterioro cognitivo.

Por otra parte, se ha medido la concentracidn de amonio y los niveles de las interleuquinas IL-6
y la IL-18 en sangre, debido a que se ha descubierto una correlacién entre los niveles de
hiperamonemia e inflamacion con el déficit cognitivo.

Con este estudio se pretende demostrar que el PHES no es suficientemente sensible para el
diagndstico temprano del deterioro cognitivo mientras que otros si lo son, probar la existencia
de un grupo “border-line” y relacionar los niveles de amonio y citoquinas con el deterioro
cognitivo.

Los resultados obtenidos en los diferentes tests muestran que el PHES no detecta la presencia
de los pacientes “border-line”, mientras que con otros tests son identificados y diferenciados de
pacientes sin EHM. Estos resultados son corroborados por la concentracién de las
interleuquinas, ya que tanto los pacientes con EHM como los “border-line” presentan una

concentracién de interleuquinas mas elevada en comparacién con los sujetos sin EHM. En
cuanto al amonio no se observan variaciones significativas entre diferentes pacientes.
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1. INTRODUCCION

La encefalopatia hepatica (EH) es un trastorno neuropsiquiadtrico complejo que afecta a
pacientes con enfermedades hepaticas. La EH puede producir alteraciones de distinto tipo: en
la personalidad, el suefio, déficits cognitivos, la actividad motora normal y niveles de
consciencia. Estos sintomas pueden llegar hasta el coma y la muerte (Felipo, 2013).

Los pacientes con EH que muestran estos sintomas pueden tener problemas mads graves si
aparecen factores de riesgo como son infecciones, ingesta excesiva de proteinas en la dieta o
sangrado gastrointestinal. Estos factores producen un incremento de compuestos nocivos en la
sangre y el cerebro, por ejemplo, el amonio. (Stepanova et al., 2012). El resultado clinico de la
EH es normalmente la hospitalizacidn, lo que provoca una carga de los sistemas sanitarios.

Hay enfermedades hepaticas que pueden llevar a desarrollar EH, la mds comun es la cirrosis, un
dafio hepatico crénico que produce un fallo en el higado y una posterior acumulaciéon de
compuestos téxicos para el organismo. Las causas mas comunes que pueden llevar a producir
una cirrosis cronica son: infecciones por hepatitis B o C, el uso desmedido de medicamentos
como el Paracetamol o el consumo de alcohol (Felipo, 2013).

Entre el 33%-50% de los pacientes que no presentan sintomas clinicos de padecer EH si que
muestran una encefalopatia hepatica minima (EHM), que puede pasar inadvertida si se usan
analisis neurofisioldgicos rutinarios, y deben ser diagnosticados mediante distintos tests
psicométricos (Ferenci et al., 2002).

Esta demostrado que la EHM afecta al dia a dia de las personas que la sufren, disminuyendo la
calidad de vida y su esperanza de vida (Groeneweg et al., 1998), afectando a su capacidad para
realizar tareas rutinarias, aumentando su riesgo de padecer (y de provocar) accidentes
domeésticos, de trafico y laborales (Wein et al., 2004; Bajaj et al., 2009; Roman et al., 2011).

Para diagnosticar la EHM se lleva usando durante varias décadas la bateria de cinco tests
psicométricos conocida como PHES (por sus siglas en inglés), es el “gold estdndar”. EI PHES sirvid
para homogeneizar la evaluacion de EHM en todo el mundo (Giménez-Garzo et al., 2017).
Aunque recientes estudios han demostrado que este test no es lo suficientemente sensible y
que pacientes que segun el PHES se clasifican como “Sin EHM”, si que presentan déficits
neuroldgicos de atencion y de coordinacidén bimanual (Felipo et al., 2012).

Distintos tests han sido utilizados a parte del PHES para ayudar al diagndstico temprano de la
encefalopatia hepatica minima, algunos de ellos son, por ejemplo: el test Stroop de palabras y
colores, test de coordinacidon bimanual, o test de memoria, de asociacién como el Wisconsin o
como el Vienna, que también es de coordinacidn. Seria muy interesante poder explicar cual de
todos estos es el mejor para diagnosticar EHM vy si estdn correlacionados entre ellos.

Se ha demostrado que sintomas como la ataxia, temblor y enlentecimiento motor de los dedos
son marcadores tempranos para la disfuncién cerebral en pacientes cirréticos que segin el PHES
no padecen la enfermedad (Butz et al., 2010)

Estos estudios demuestran que, aunque el PHES sirvié para la evaluacién de los enfermos con
alteraciones neurolégicas, no es sensible a la hora de diagnosticar encefalopatia hepatica
minima ya que, en este trastorno, los sintomas son muy variables y dependen de los pacientes



cirréticos (Giménez-Garzo et al., 2017). Por ello, los estudios antes comentados sugieren que
esta enfermedad no es homogénea, los sintomas tienen una expresidn variable en los pacientes
y, por lo tanto, es complicado englobarlos a todos en un solo grupo de “sin EHM” o “con EHM”.
Lo mas légico es crear subgrupos que puedan ayudar a entender esta poblacién heterogénea.

La inflamacién ha sido propuesta como un factor de riesgo muy importante en el deterioro
cognitivo. Se ha descubierto que los mecanismos inflamatorios juegan un papel fundamental en
pacientes con la enfermedad del Alzheimer, por lo tanto, el tratamiento con fdrmacos
antiinflamatorios como el ibuprofeno disminuye el riesgo de padecer la enfermedad (Szekely et
al., 2004).

Se ha demostrado que el incremento de los niveles de IL-6 y IL-18 (interleuquinas marcadoras
de la inflamacidn) contribuyen a la induccién de EHM (Montoliu et al., 2009). Esto sugiere que
la inflamacién estd muy asociada al desarrollo de EH.

Alteraciones en el metabolismo del nitrégeno han sido demostradas como claves en la
patogénesis de la encefalopatia hepatica (Tranah et al.,, 2013). En condiciones normales, el
amonio se detoxifica en el higado mediante su conversidn a urea y expulsidén en la orina a través
del ciclo de la urea. El amonio también es necesario en el metabolismo de los aminoacidos, los
astrocitos retiran el amonio del cerebro y lo convierten en glutamina a partir del glutamato
gracias a la accion de la enzima glutamina sintetasa (Figura 1).
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Figura 1. Conversion de glutamato a glutamina por la glutamina sintetasa.

La cirrosis hepdtica es la consecuencia final de muchas enfermedades hepaticas cronicas que
lleva a la pérdida de la arquitectura normal del higado y una disminucion progresiva de sus
funciones. Provoca la muerte progresiva del tejido hepatico normal y su sustitucidn por tejido
fibroso debido a depdsitos de fibras de colageno (cicatrizacidn), esto aisla areas del tejido
hepatico dificultando la conexion entre los hepatocitos y los capilares hepaticos. La
consecuencia final es que no puede detoxificar el amonio de la sangre y éste se acumula,
produciendo hiperamonemia.



1.1 OBJETIVO

El principal objetivo del presente estudio es introducir nuevos test especificos que ayuden a
diagnosticar la EHM en sus primeros niveles ya que hay pacientes cirréticos que han sido
clasificados como sin EHM por la bateria de tests del PHES, pero si que sufren un déficit cognitivo
leve.

También se pretende demostrar que existe un subgrupo de pacientes cirréticos, que se les
nombra como “border-line”, que manifiestan déficits neurolégicos a pesar de ser clasificados
como sin EHM por el PHES.

Otro objetivo del trabajo es establecer una relacidon entre la hiperamonemia y los niveles de
interleuquinas IL-6 e IL-18, con la alteracion cognitiva. De este modo se podra caracterizar la
inflamacidn en los pacientes cirréticos con EHM.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 PACIENTES Y CONTROLES

En este estudio se incluyeron 41 pacientes con cirrosis hepatica diagnosticada por combinacién
de criterios analiticos, clinicos y radiolégicos, provenientes del Servicio de Digestivo del Hospital
Clinico de Valencia. También se seleccionaron 19 sujetos sanos, como grupo control. El nimero
total de individuos en el estudio fue de 60.

Todos los individuos participaron en el estudio tras haber firmado su consentimiento informado.
El protocolo de experimentacién fue previamente aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Clinico Universitario de Valencia, y se desarrolléd en concordancia con las directrices expuestas
en la Declaracion de Helsinki (2013).

Tanto los pacientes como el grupo control fueron citados en el hospital y se les indicé que
acudieran en ayunas para poder llevar a cabo la extraccidn de sangre. A continuacién, se les
realizé una bateria de tests psicométricos.

Tras la evaluacion de los tests PHES, los pacientes fueron clasificados como sin EHM o con EHM
de acuerdo a la puntuacidén obtenida en el PHES.

Tabla 1. Etiologia de la enfermedad hepatica y composicion de los diferentes grupos.

Controles Pacientes
SIN EHM EHM
Total individuos 19 24 17
Género (V/M) 14/5 18/6 14/3
Edad 56+ 8 6019 64+ 10
Alcohol - 24 17
Child-Pugh A/B/C - 18/5/1 10/4/3
MELD - 8+3 104

Todos los pacientes incluidos en este estudio presentaban enfermedad hepatica producida por
la ingesta continuada de alcohol, no en consecuencia de una infeccidn virica. Las escalas Chil-
Pugh y MELD pueden utilizarse para el prondstico de la cirrosis.

Child-Pugh es un método emplea 5 criterios clinicos para el diagndstico de la enfermedad
hepatica (bilirrubina, albumina sérica, INR, ascitis y encefalopatia hepatica), cada uno de estos
criterios varia del 1 al 3, siendo el numero 3 el que indica una mayor severidad de la enfermedad
hepatica. MELD (Model for End stage Liver Disease) es un indice que permite evaluar la severidad
del estado y establecer prioridad de trasplante.



2.2 EXTRACCION DE SANGRE, OBTENCION DE PLASMA Y SUERO

El mismo dia que los pacientes fueron citados en el hospital para la extraccién de sangre se
tomaron muestras para poner a punto ensayos posteriores en los que medir diferentes
parametros clinicos, por ejemplo: estudiar la influencia de la inflamacién en los enfermos de
EHM.

Las muestras de plasma se extrajeron en tubos BD Vacutainer que contenian EDTA como agente

anticoagulante, mientras que las muestras de suero se extrajeron en tubos BD Vacutainer

preparados con agar.

Dichas muestras se centrifugaron a 3000 rpm, durante 10 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se recogié el sobrenadante de plasma y suero.

Se realizaron una serie de alicuotas de diferente volumen, teniendo en cuenta el volumen
requerido para llevar a cabo estudios futuros. A continuacidn, las alicuotas fueron almacenadas
en congeladores a -80 2C.

2.3 ESTUDIO DE ALTERACIONES NEUROLOGICAS EN PACIENTES
CIRROTICOS

Una vez terminada la extraccidén de sangre, se lleva a los pacientes a una habitacién tranquila 'y
con la luz adecuada para que no se desconcentren al pasar la bateria de test psicométricos.

2.3.1 Test psicométrico PHES

Para la deteccion de le Encefalopatia Hepatica Minima se utilizo la bateria de tests psicométricos
PHES (Psychometric Encephalopathy Score), considerada como el ‘gold estdndar’ para el
diagnéstico de la EHM (Ferenci et al., 2002; Ginénez-Garzo et al., 2017). Esta bateria consta de
cinco subtest:

- Test de digitos y simbolos (DST): evalua la velocidad de procesamiento y la memoria de
trabajo (Figura 2A).

- Test de conexion numérica A (NCT-A): evalua la velocidad de procesamiento y la
atencién (Figura 2B).

- Test de conexion numérica B (NCT-B): evaltia la velocidad de procesamiento y la
atencién (Figura 2C).

- Test de puntos seriados (SD): evalua la coordinacién visuo-espacial (Figura 2D).

- Test de la linea quebrada (LTT): evalua la coordinacién visuo-espacial (Figura 2E).



A partir de los resultados obtenidos en los 5 subtest se determind la puntuacion PHES corregida
en funcién de la edad y nivel de estudios de los sujetos mediante una aplicacién informatica
disponible en la web http://www.redeh.org, tomando como referencia los valores para la
poblacién espafiola de la Red Espafiola de Encefalopatia Hepatica (Gomez Romero M, Cérdoba
J, 2006). Se considera como afectados de EHM aquellos pacientes que su resultado es una
puntuacién global igual o inferior a -4.

e I ot = )

Figura 2. Bateria de Tests psicométricos PHES: (A) DST, (B) NCT-A, (C) NCT-B, (D) SD y (E) LTT.

2.4 ESTUDIO DE ALTERACIONES COGNITIVAS EN PACIENTES CIRROTICOS

Los siguientes test se realizaron en la misma habitacidén y justo a continuacién del PHES para
hacer que las variables no cambien.

2.4.1 Test Stroop de colores y palabras

Se empled el test Stroop de Palabras y Colores para evaluar la capacidad de atencién de los
pacientes y su resistencia a la interferencia. El test estd formado por tres pruebas:

- Tarea congruente: se le presenta al sujeto una ldamina con nombres de colores (azul,
rojo, amarillo y verde) impresos de color negro y éste debe leer el mayor nimero de
palabras posible en 45 segundos (Figura 3A).

- Tarea neutra: en este caso, los estimulos son circulos de diferentes colores (azul, rojo,
amarillo y verde) y el sujeto debe indicar el color de tantos circulos como sea posible en
45 segundos (Figura 3B).

- Tarea incongruente: se presenta una lamina de palabras de los cuatro colores
mencionados impresos en color distinto del que indica la palabra. La tarea consiste en
indicar el color en el que estdn escritas las palabras, en un tiempo de 45 segundos
(Figura 3C).

En los 3 casos, si el sujeto finaliza la matriz antes de agotar el tiempo, vuelve a comenzar por
el principio hasta llegar a los 45 segundos. Se obtuvieron tres puntuaciones directas (nimero
maximo de items en cada tarea) que se corrigieron en funcion de la edad y a partir de las
cuales se calculd el pardmetro de interferencia.

Los valores obtenidos se interpolaron mediante tablas normalizadas para la poblacién
espafola a fin de determinar las puntuaciones tipicas de todas las variables.



Figura 3. Test Stroop: A) Tarea Congruente, B) Tarea Neutra y C) Tarea Incongruente.

2.4.2 Test D2

Este test evalua la capacidad de atencidn selectivamente a ciertos aspectos relevantes de una
tarea al tiempo que se ignoran los irrelevantes, ofreciendo una medida de la atencién
selectiva/sostenida y de la concentracién mental.

La prueba consiste en 14 lineas con 47 elementos cada una, que corresponden a los estimulos
visuales. Cada elemento estd compuesto por una letra (‘d’ o ‘p’) acompafiada de una o dos rallas
en la parte superior, en la parte inferior o en ambas. Los sujetos disponen de 20 segundos por
linea para identificar y marcar los elementos compuestos por una letra ‘d’ y dos rallas situadas
en cualquier disposicidn (dos arriba, dos debajo, o bien una arriba y una debajo) (Figura 4).
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Figura 4. Test D2. Representacion de los items correctos.

A partir de las respuestas obtenidas por los pacientes se determinaron los siguientes
parametros: total de respuestas (TR), total de aciertos (TA), omisiones (O), comisiones (C),
efectividad total en la prueba (TOT), indice de concentracién (CON) y el indice de variacion
(VAR). Se consultaron tablas normalizadas para obtener la puntuacidn centil correspondiente a
cada variable.



2.4.3 Test Oral de Digitos

Este test corresponde a un subtest de la Escala Wechsler de Inteligencia para Adultos (WAIS) y
consta de dos tareas, cuyas puntuaciones se suman para obtener una global (Figura 5):

- Digitos directo: proporciona una medida de la atencidon selectiva. Consiste en bloques
de dos series de digitos, aumentando el nimero de digitos progresivamente en cada
bloque. Para su realizacién, se leen al sujeto los digitos de cada serie y éste debe
repetirlos en orden. Los aciertos se puntdan con un 1y los errores con un 0. La tarea
finaliza cuando el sujeto obtiene una puntuacién de 0 en un bloque.

- Digitos inversos: evalla la memoria de trabajo. Es similar al test directo en estructuray

sistema de puntuacidn, pero en este caso el sujeto debe ordenar y repetir los digitos de
cada serie en orden inverso.

n Digitos
TERMNACION

PUNTUACION

Figura 5. Test Oral de digitos directos e inversos.



2.4.4 Test Oral de Letras y Nimeros

Del mismo modo que el test de digitos, es uno de los subtest de la WAIS. Estd compuesto por
bloques de tres series de digitos y letras mezclados, incrementando el nimero de elementos en
cada bloque (Figura 6).

Para su realizacidén, se lee al sujeto cada serie y éste debe reorganizar mentalmente los
elementos para repetir primero los niumeros, ordenados de forma ascendente, y luego las letras,
ordenadas alfabéticamente. Se puntian los aciertos con un 1 y los errores con un 0, dandose
por finalizada la tarea cuando se dan resultados incorrectos en las tres series de un mismo
bloque.

Letras y
nimeros

TERMNACION

Figura 6. Test Oral de Letras y Numeros.

2.4.5 Test WMS IV de Memoria Logica

Este test estima tres variables: la memoria a corto y largo plazo y el reconocimiento. Permite
obtener tres indices: indice de memoria auditiva, el indice de memoria inmediata y el indice de
memoria demorada. La realizacidn de esta prueba de memoria consiste en que el evaluador lee
dos historias y el paciente tiene que contar todo lo que se acuerde (memoria corto plazo), a
continuacidn, se realiza otro test distinto para que pase algo de tiempo (20 minutos), una vez
pasado este tiempo el paciente debe volver a contar lo que recuerde de las historias (memoria
largo plazo). Una vez realizado esto, el evaluador le hara preguntas al paciente sobre las historias
para que responda Si o NO (reconocimiento memoria ldgica).

2.4.6 Test de clasificacion de cartas de Wisconsin - WCST

El test de clasificacion de cartas evalua funciones ejecutivas (prefrontal, predominantemente la
via dorsolateral). Se recomienda su uso ya que hay evidencias que consideran que los pacientes
EHM podrian tener dafio frontal y esta prueba se usa para valorar procesos asociados a la regidn
prefontal del cerebro. Las variables estudiadas son: flexibilidad cognitiva, capacidad de
planeacidn, atencién, concentracion y regulacién de la conducta.



El test consiste en asignar la carta que se presenta ante el paciente a una de las cuatro cartas
modelo que hay en la parte superior de la pantalla (Figura 7). La asignacion debe ser segin un
patron (color, nimero o forma) que no va a cambiar hasta que esté asimilado. Una vez que el
paciente acierta 10 cartas seguidas con el mismo patrdn, se considera que estd asimilado y éste
cambia para dificultar el test y comprobar cuanto le cuesta al paciente entender el nuevo patrén.
Los resultados se presentan como ensayos administrados totales, ensayos para completar la
primera categoria, nimero de categorias conseguidas, numero total de errores, errores
perseverativos y no perseverativos y respuestas a nivel conceptual.

e
*4|00

2 3 4

Figura 7. Pantalla de trabajo del Test Wisconsin.

2.5 ESTUDIO DE ALTERACIONES EN LA COORDINACION MOTORA EN
PACIENTES CIRROTICOS

2.5.1 Test de Coordinacion Bimanual

Esta prueba consiste en pasar una serie de clavijas metdlicas dispuestas en la mitad de un tablero
a la otra mitad, empleando ambas manos simultaneamente y de fuera hacia dentro. Se realiza
dos veces en cada direccidn y se contabiliza el tiempo que tarda en completar la tarea (Figura
8A).

2.5.2 Test de Coordinacidon Visuomotora

Este test consiste en un tablero de 6 filas X 6 columnas compuesto por una serie de
perforaciones de idéntico tamaio pero orientadas de forma diferente. El sujeto debe encajar
las piezas metdlicas, una por una, sirviéndose de la mano dominante. Se realiza dos veces y se
anota el tiempo empleado al igual que en la coordinacidn bimanual (Figura 8B).
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Figura 8. A) Test de Coordinacién bimanual, B) Test de Coordinacién visuomotora

2.5.3 Test MLS-VIENNA

Esta prueba mide las habilidades motoras basandose en tareas estaticas y dindmicas manuales.
Se usa para evaluar las competencias para los conductores, aunque también para comprobar
déficits psicomotores en pacientes de EH (Schomerus et al., 1980). Estima el nivel de activacion
del SNC, la coordinacidn psicomotriz, los tiempos de reaccion, control de impulsos, planeacién
y memoria visual. Este test utiliza el panel de trabajo MLS (Figura 9), una placa de aluminio y
laton que mide 300x300x15 mm y contiene agujeros, surcos y superficies de contacto. Tiene una
pluma/puntero dptico instalada con la que se realizan las pruebas.

- Sleu(ﬂl\n&m- (Links l'z(i(hla)
o000 OO0o0o
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Figura 9. Panel de Trabajo de MLS (Motor Performance Series)
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El test consiste en los siguientes subtests (Schoppe, 1974):

- Steadiness: trata de mantener la posicion estatica en un agujero evitando tocar el fondo
del tablero o las paredes.

- Line Tracking: consiste en seguir con la pluma una linea acanalada sin tocar el fondo o
las paredes del canal.

- Aiming: evalla la capacidad de golpear en el centro de circulos de pequefio didmetro.

- Inserting pins: la tarea trata de insertar clavos (grandes y pequefios) en una serie de
agujeros de forma secuencial.

- Tapping: Consiste en golpear el maximo de veces posible con la pluma en un cuadrado.

2.6 DETERMINACION BIOQUIMICA DE INTERLEUQUINAS IL-6 Y LA IL-18 EN
SUERO

Los niveles de interleuquina 18 (IL-18) en suero se midieron utilizando un kit ELISA (Bender
MedSystems, Austria) cuyo limite de deteccion es 9 pg/ml. El punto de partida son 50 pl de suero
sin diluir.

El ensayo se realizé de acuerdo al protocolo proporcionado por el fabricante. El kit consta de
una placa de 96 pocillos cubierta con el anticuerpo frente a la IL-18 humana a la que se afade
50 ul de muestra (suero) y 50 pl de disolvente de muestra. La curva patrdn varia entre un rango
de concentraciones de 0-5000 pg/ml.

A continuacidn, se adiciona el anticuerpo secundario conjugado con biotina a todos los pocillos
y se incuba en agitacidén durante 2 horas, a temperatura ambiente.

Posteriormente a esta incubacién, se lava la placa para eliminar el exceso de anticuerpo
secundario, se afade streptavidina marcada con peroxidasa de rabano (HPR) y se incuba de
nuevo en agitaciéon, durante 1 hora a temperatura ambiente.

Finalmente, se adiciona el agente revelador, TBM. La reaccidn se detiene al afiadir el reactivo
denominado “Stop solution” y se procede a la lectura de la absorbancia, a 450 nm, en el
espectofotdmetro.

La medida de la IL-6 en suero también se llevd a cabo utilizando un kit ELISA (Thermo Scientific,
USA), cuyo limite de detecciéon es 1 pg/ ml. El punto de partida es el mismo que en el caso de la
IL-18, 50 ul de suero no diluido.

El ensayo se inicia afiadiendo anticuerpo biotinilado a todos los pocillos, seguido de la adicidn
de 50 pl de la curva estandar (0-400 pg/ml) y de muestra y, a continuacion, se incuba 2 horas a
temperatura ambiente. Tras la incubacidn, se afiade solucion de streptavidina marcada con
peroxidasa de rabano (HPR) y se incuba de nuevo durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se adiciona la solucién de revelado, TMB. La reaccién se detiene al afiadir el reactivo
“Stop solution”, que es un acido, y se mide la absorbancia a 450 nm.
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2.7 DETERMINACION DE AMONIO EN SANGRE

La concentracién de amonio en sangre se determind mediante el equipo de lectura de amonio
y su kit (PocketChem BA device) (Figura 10). Previamente a su utilizacidn, se localiza el programa
“che” y se equilibra mediante una tira reactiva. El rango de valores obtenidos oscila entre 65-79
umol/ L.

Para la lectura de amonio se aplica 20 pl de sangre recién extraida, en una pequefia banda de la
tira. Transcurridos 180 segundos, se retira la banda y se introduce en el equipo. Los niveles
esperados en adultos sanos son menores de 30-45.

\
PocketChem™ BA raaio xS

Figura 10. Equipo de lectura del amonio en sangre.

2.8 ANALISIS ESTADISTICOS PARA LOS TESTS INDIVIDUALES

Los valores se representan como media + SEM a menos que se especifique lo contrario. Los
resultados se analizaron mediante one-way ANOVA seguido de la prueba de comparacién
multiple pos hoc de Bonferroni. Las variables que no estaban previamente ajustadas por edad
(pruebas de coordinacién bimanual y visuo-motora) se analizaron mediante el analisis
univariado de covarianza (ANCOVA) con la edad incluida como covariable, seguida de Bonferroni
post hoc. Para las pruebas de coordinacion (pruebas de coordinaciéon bimanual y viso-motora)
se realizaron analisis estadisticos al incluir la edad como covariable. Para las otras pruebas, los
parametros medidos para cada participante se ajustaron por edad de acuerdo con el manual de
prueba y las tablas de normalidad espafolas. Los analisis se realizaron con GraphPad Prism
versién 6.0 y SPSS version 19.0 (SPSS Inc, Chicago, EE. UU.) Y los valores de P < 0.05 se
consideraron significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 EVALUACION NEUROPSICOLOGICA

Se obtienen 20 puntuaciones a partir del PHES (Psycometric Hepatic Encephalopathy Score) y
una serie de subtests realizados. Estas puntuaciones sirven para medir distintos pardmetros de
la funcidn cognitiva y motora, y de esta forma, clasificar y caracterizar los pacientes.

Los resultados del PHES se muestran en la Tabla 2. Como se observa en esta tabla, el grupo
control realiza de forma correcta todos los subtests, el grupo de pacientes sin EHM y aquellos
pacientes clasificados como “border-line” presentan resultados similares pero inferiores en
comparacion a los controles y el grupo de pacientes con EHM es el que obtiene resultados mas
negativos.

En investigaciones anteriores en las que se utilizdé el PHES, los sujetos se clasificaron en tres
grupos (control, sin EHM y con EHM). No obstante, se sospechaba que ciertos pacientes
clasificados como sin EHM por el PHES presentaban algun tipo de deterioro cognitivo, aunque
el PHES lo negase.

Gracias a la introduccidon de un conjunto de tests diferentes al PHES (Stroop, D2, orales) es
posible incluir un nuevo grupo mas especifico denominado “border-line”. Como “border-line”
se conocen a aquellos pacientes sin EHM segun el PHES, pero que fallan al menos 2 de los tests
restantes, que son mds sensibles.

En este contexto se considera que los pacientes fallan un determinado test cuando obtienen
puntuaciones estadisticamente anormales, es decir, una puntuacién igual o inferior a la media
menos 2 veces la desviacidn estandar del grupo control, o en el caso de los tests de coordinacién,
una puntuacién igual o superior a la media mas 2 veces la desviacion estandar del grupo control.

Tabla 2. Resultados del PHES y de los subtests del PHES en los grupos de estudio. Los valores
se representan como la media % el error estandar (SEM). Sin EHM (pacientes sin
encefalopatia hepatica minima); Border-line (pacientes sin encefalopatia hepatica minima
que fallan al menos 2 de los tests); EHM (pacientes con encefalopatia hepatica minima). Las
diferencias entre los grupos se analizaron con una Anova unifactorial, seguida de un
Bonferroni.

Grupo/Test Control Sin EHM Border-line EHM Sin EHM Border-line  Sin EHM
Pvs Control Pvs EHM P vs EHM P vs border-line
PHES Global 06+04 054034 -0,75+047 -76+15 P <0001 P <0001
score P <0001
DST 04+0,24 0,16+0,16 020 -04+024
NCT_A 020 020 020 -14%0,67
NCT_B 02%0,2 -0,16 0,16 -05%0,5 -2,2+0,58 P<001
P<001
SD 00 00 -0,25+0,25 -1,4+0,50 P<001
P<005
LT 0%0 0%0 0%0 -2,2+0,2 P<0001 P<0001
P<0'001
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Figura 11. Resultados de la puntuacién del PHES en los grupos de estudio. Las diferencias
estadisticamente significativas se representan con asteriscos (*** indica P < 0.001). Las
barras de error indican diferencias estadisticas con respecto al grupo control.

La Figura 11 muestra la media y el error estandar (SEM) de las puntuaciones obtenidas en el
PHES global de 19 controles, 13 pacientes cirréticos sin EHM, 11 pacientes cirréticos sin EHM,
pero con fallos en al menos 2 tests (“border-line”) y 17 pacientes cirréticos con EHM.

Como se puede observar en la Figura 9, los pacientes con EHM obtuvieron un valor medio que
oscila en torno a-7,6 en la puntuacion global del PHES. Esto revela unas puntuaciones inferiores
a -4, valor minimo establecido para considerar que un paciente padece EHM. Estos resultados
evidencian un deterioro cognitivo en el grupo de sujetos con EHM.

En cuanto a la puntuacion global del PHES, existen diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo control y los sujetos con EHM (p < 0,001). En el caso particular de los subtests, se
observan diferencias estadisticamente significativas entre el NCT-B, SDy LTT (P < 0,01; P < 0,01
y P < 0,01, respectivamente).

También se producen diferencias estadisticamente significativas en la puntuacién global del
PHES, al comparar los pacientes con y sin EHM (p < 0,001) y en los subtests NCT-B, SDy LTT (P <
0,01; P<0,01yP<0,01, respectivamente).

El grupo “border-line” presenta diferencias significativas respecto al grupo de pacientes con
EHM tanto en la puntuacién global del PHES (p < 0,001), como en el subtest LTT (p < 0,001).

No hay diferencias significativas entre los grupos sin EHM y “border-line” en ninguna de las
pruebas.
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3.2 EVALUACION DE LA ATENCION SELECTIVA EN EL TEST STROOP

Tarea Congruente Stroop Tarea Neutral Stroop
1254 xt 100+
1 L - - ..
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Tarea Incongruente Stroop
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Figura 12. Rendimiento en el Test Stroop. A) Tarea Congruente, B) Tarea Neutra y C) Tarea
Incongruente. Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con
asteriscos (*P < 0.05; ** P < 0.01; ***P < 0.001).

Como se observa en la Figura 12, el grupo con EHM obtuvo las puntuaciones mas bajas en las
tres tareas realizadas. Este grupo presenta diferencias estadisticamente significativas respecto
al grupo control en las tareas congruente, neutra e incongruente con un p-valor de (P < 0,05), (P
<0,001)y (P <0,01), respectivamente.

También aparecen diferencias estadisticas en la tarea neutral (P <0,01) al comparar dicho grupo
con el grupo sin EHM. Respecto al grupo “border-line”, no se muestran diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las 3 tareas ejecutadas.

En la tarea congruente, los pacientes identificados como “border-line” consiguieron un menor
numero de palabras que el grupo sin EHM (P < 0,01) (Figura 12A). Asimismo, nombraron un
menor numero de colores en la tarea neutral y un menor niumero de items en la tarea
incongruente, en comparacion con el grupo control (P < 0,05y P <0,01) (Figura 12 B-C).

Las puntuaciones obtenidas por el grupo sin EHM son similares a las obtenidas por el grupo
control y no se observan diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (Figura
12).
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3.3 EVALUACION DE LA ATENCION SELECTIVA-SOSTENIDA EN EL TEST D2

D2 TR
D2 TA
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Figura 13. Resultados en el Test D2. A) TR: nimero total de caracteres procesados, B) TA:
numero total de elementos correctos, C) TOT: efectividad total y D) CON: indice de
concentracion. Los valores significativamente diferentes entre grupos se indican con
asteriscos (*P < 0.05; ** P < 0.01; ***P < 0.001).

En Figura 13 se muestran la media, el error estandar (SEM) y el p-valor de cuatro parametros
medidos en el Test D2.

En las graficas cada barra representa la media obtenida por un determinado grupo de pacientes.
Al analizarlas, es posible visualizar una tendencia en la que se produce una disminucidén de la
media conforme avanza el estado de la enfermedad. Aquellos valores que se alejan de la media
se han excluido para evitar imprecisién.

Los cuatro parametros seleccionados son los que presentan una mayor utilidad a la hora de
clasificar a los pacientes debido a que los cuatro muestran la tendencia comentada claramente:

El valor TR se corresponde con el numero total de caracteres procesados y como se puede
observar es el grupo con EHM el que presenta un valor menor. Aparecen diferencias
estadisticamente significativas entre este grupo y el grupo control (P < 0,001), asi como con
respecto al grupo sin EHM (P < 0,01).

El grupo “border-line” muestra diferencias estadisticamente significativas al compararse con el
grupo control y con el grupo sin EHM (P < 0,05) en ambos casos. Por el contrario, a pesar de que
el grupo “border-line” posee un valor TR medio superior al grupo con EHM, no resulta suficiente
para que se den diferencias estadisticamente significativas (Figura 13A).
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Los resultados del grupo control y del grupo sin EHM son muy similares y, por lo tanto, no
aparecen diferencias estadisticamente significativas (Figura 13A).

El valor TA hace referencia al nimero de respuestas correctas y es equivalente al valor descrito
de TR, ambos pardmetros tienen la misma tendencia. El grupo con EHM revela una media
inferior al resto de los grupos de pacientes y presenta diferencias estadisticamente significativas
con respecto al grupo control y el grupo sin EHM, con un p-valor (P < 0,001) en ambos casos
(Figura 13B).

La media del grupo “border-line” es superior a la media del grupo con EHM, pero como ocurria
con TR, no es suficientemente elevada para que se den diferencias estadisticamente
significativas. La diferencia de medias entre el grupo control y el grupo “border-line” tampoco
es significativa, pero en este caso, si que se visualizan diferencias considerables en el valor medio
de TA. Ademas, destacar la existencia de diferencias estadisticamente significativas con respecto
al grupo sin EHM (P < 0,05) (Figura 13B).

Las medias del grupo control y del grupo sin EHM son practicamente las mismas, se encuentran
en torno a 150, por lo que no se observan diferencias estadisticas.

El valor TOT representa la efectividad total y se calcula a partir de la diferencia entre TR y el
numero total de errores efectuados.

El grupo de pacientes con EHM es el que manifiesta la peor efectividad total en el test D2. Este
grupo presenta diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control y al
grupo sin EHM, con un p-valor (P < 0,001) en ambos casos. No se producen diferencias
estadisticas en relacidn al grupo “border-line” (Figura 13C).

El grupo “border-line” muestra diferencias estadisticamente significativas al compararlo con el
grupo control y el grupo sin EHM (P < 0,05), pero no se aprecian diferencias estadisticas entre
dicho grupo y el grupo con EHM, tan solo se aprecia una tendencia a disminuir los valores en
ambos grupos (Figura 13C).

La media del grupo sin EHM y el grupo control es muy similar, al igual que en el pardametro
anterior, lo que indica que no existen diferencias estadisticamente significativas y que los
pacientes pertenecientes a ambos grupos no presentan un déficit cognitivo producido por la
cirrosis (Figura 13C).

El valor CON representa el indice de concentracion y proporciona una medida aproximada de la
capacidad de concentracién que disponen los pacientes.

De nuevo se observa que el grupo con EHM presenta diferencias estadisticamente positivas
respecto al grupo control y el grupo sin EHM, con un p-valor (P < 0,001) en ambos casos. El grupo
“border-line” posee una media inferior a estos dos grupos, pero la diferencia no es significativa
estadisticamente hablando (Figura 13D).

Tanto el grupo sin EHM como el grupo control tienen resultados parecidos y, por lo tanto, no se
reflejan diferencias estadisticas (Figura 13D).
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3.4 EVALUACION DE LA MEMORIA DE TRABAJO MEDIANTE EL TEST DE

DIGITOS
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Figura 14. Resultados en el Test de digitos. A) Respuestas correctas en digitos directos, B)
Respuestas correctas en digitos indirectos y C) Puntuacion global. Los valores
significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*P < 0.05; ** P < 0.01;
***p < 0.001).

Esta prueba no muestra grandes diferencias entre los grupos de pacientes, aun asi, el test de
digitos directos si que presenta alguna diferencia relevante, aunque el inverso no.

El grupo con EHM es el Unico grupo que muestra diferencias significativas en el test de digitos
directos respecto al grupo control y el grupo sin EHM, con un p-valor de (P < 0,05) en ambos
casos. Sin embargo, no se observan diferencias estadisticas entre el grupo “border-line” y los
grupos sin EHM y control (Figura 14A).

En el test de digitos indirectos los 4 grupos reflejan unas medias bastante similares. Asimismo,
se puede observar que el error estandar es relativamente elevado debido a que los pacientes
de un mismo grupo obtuvieron puntuaciones poco constantes, razén por la cual solo aparecen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con EHM y el grupo control (P < 0,05)
(Figura 14B). Estos resultados no son suficientemente éptimos para considerar este subtest una
herramienta util en la deteccidén de déficit cognitivo.

Por ultimo, en la puntuacion global se observan diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo con EHM y el grupo control (P < 0,01) y entre el grupo con EHM y sin EHM (P < 0,05)
(Figura 14C).

Dadas las diferencias apenas perceptibles entre grupos, esta bateria de test no se puede
considerar viable en la clasificacién de pacientes cirréticos.
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3.5 TEST ORAL DE LETRAS Y NUMEROS

Test de Letras y Numeros
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Figura 15. Respuestas correctas en el test de letras y nimeros. Los valores significativamente
diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*P < 0.05; ** P < 0.01; ***P < 0.001).

El test oral de secuencias de letras y nimeros es el test que presentan una mayor proporcion de
diferencias estadisticamente significativas entre los sujetos de los distintos grupos. En la figura
15 se puede observar una clara tendencia a decrecer la puntuacién conforme la enfermedad es

mas severa.

Los pacientes del grupo con EHM son los que consiguen un menor numero de respuestas
correctas. Dicho grupo presenta diferencias estadisticamente significativas con el resto de
grupos: con un p-valor (P < 0,05) respecto al grupo “border-line”, (P < 0,001) respecto al grupo
sin EHM y (P < 0,001), respecto al grupo control (Figura 15).

Como ya se ha mencionado, el grupo “border-line” muestra diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo con EHM y también respecto al grupo sin EHM (P < 0,05) vy al
control (P < 0,01). Este test puede ser utilizado para separar estos dos grupos.

El grupo sin EHM es el Unico que no presenta diferencias estadisticamente significativas con el
grupo control, a pesar de que se puede observar como su media es inferior a la de este grupo,
aungue no lo suficientemente como para que haya significancia en el resultado.
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3.6 EVALUACION DE LA MEMORIA LOGICA MEDIANTE EL TEST WMS IV
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Figura 16. Resultados de la prueba de memoria légica 2, correspondiente al test WMS IV. Los
valores significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*P < 0.05; ** P <
0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001).

En la Figura 16 se muestra la media y el error estandar (SEM) del parametro mas significativo
del test de memoria WMS IV, correspondiente a la puntuacién directa de la prueba de memoria
légica 2, en este test también aparecen los pardametros de memoria légica 1 y reconocimiento
de memoria, pero no se han sefalado ya que las diferencias entre los grupos de pacientes no
son tan grandes como en la prueba de memoria ldgica 2.

Se puede observar la tendencia a disminuir la puntuacién conforme la enfermedad es mas grave,
los pacientes con EHM tienen resultados mas bajos comparados con el resto de grupos.

El grupo con EHM muestra diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control
(P < 0,0001) y frente al grupo sin EHM (P < 0,01). Sin embargo, no se observan diferencias
respecto al grupo “border-line”, aunque la media si que es claramente inferior (Figura 16).

El grupo “border-line” solo se diferencia significativamente del grupo control (P < 0,01), no hay
diferencias entre el grupo border-line y el sin EHM, por lo que este test no es sensible a la hora
de diferenciar ambos grupos.

Aunque si se puede ver una diferencia entre el valor de las medias entre los grupos control y sin
EHM, no es suficientemente distinta como para ser estadisticamente resefiable.
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3.7 EVALUACION DE LA ATENCION Y LA CONCENTRACION MEDIANTE EL
TEST DE CLASIFICACION DE CARTAS DE WISCONSIN
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Figura 17. Resultados del test Wisconsin. A) nimero de ensayos necesarios para superar la
primera categoria y B) numero total de errores durante el test. Los valores
significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*P < 0.05; ** P < 0.01;
***p < 0.001).

En la Figura 17 se muestran los resultados de dos pardmetros del test Wisconsin, el primero de
ellos son los ensayos necesarios para completar la 12 categoria. Se puede observar que los
grupos control, sin EHM y “border-line” no muestran diferencias significativas entre ellos ya que
el niUmero de ensayos es parecido, aunque el “border-line” tenga la media mas alta (Figura 17A).

El grupo con EHM si que muestra diferencias significativas con el grupo control y el grupo sin
EHM (P < 0,05), aunque no con el “border-line”. También se observa un gran error estandar

(SEM).

En cuanto al segundo pardmetro analizado, el niumero total de errores, si que se aprecia una
tendencia al aumento de los errores conforme avanzamos por los grupos de estudio (Figura
17B).

El grupo con EHM muestra diferencias significativas (P < 0,05) con el grupo control y el grupo sin
EHM.

Los errores de los grupos control y sin EHM son muy parecidos y por ello no aparecen diferencias
entre ellos. En el grupo “border-line” se observan mas errores que el grupo control y sin EHM,
pero menos que el grupo con EHM, aunque las diferencias no son lo suficientemente amplias
como para que haya significancia (Figura 17B).
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3.8 EVALUACION DE LA COORDINACION BIMANUAL Y VISUOMOTORA

Test de Coordinacion Bimanual Test de Coordinacion Visuomotora
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Figura 18. Puntuacion en minutos obtenida en el Test de coordinacion. A) Test de
coordinacion bimanual y B) Test de coordinacién visuomotora. Los valores
significativamente diferentes entre grupos se indican con asteriscos (*P < 0.05; ** P < 0.01;
***p < 0.001).

La coordinaciéon motora se evalué empleando los tests de coordinacién bimanual, visuomotora
y Vienna (Figura 18-19).

En el test de coordinacidén bimanual, los pacientes con EHM requieren un mayor lapso de tiempo
(en minutos) para completar la tarea que los pacientes cirrdticos sin EHM vy los controles. El
grupo con EHM muestra diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (P <
0,05) (Figura 18A).

El grupo “border-line” precisa menos tiempo que el grupo con EHM, pero mas que el grupo sin
EHM, aunque ambas diferencias no resulten suficientes como para que sean estadisticamente
significativas (Figura 18A).

Los pacientes sin EHM requieren practicamente el mismo tiempo que los controles para
completar la tarea, por lo tanto, no existen diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos (Figura 18A).

En el test de coordinacidon visuomotora, los pacientes con EHM precisan mads tiempo para
completar la tarea respecto a los pacientes cirréticos sin EHM y los controles. Ademas, presenta
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos con un p-valor de (P < 0,001) y
(P <0,01), respectivamente (Figura 18B).

Los pacientes “border-line” necesitan menor tiempo que el grupo con EHM, no obstante, no
resulta suficiente para considerar que se produzcan diferencias significativas (Figura 18B). Por
el contrario, presenta diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo sin EHM con
un p-valor de (P < 0,05). Dado que los pacientes sin EHM no requieren mds tiempo que los
pacientes controles para realizar la tarea, no se dan diferencias estadisticas entre dichos grupos
(Figura 18B).
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Figura 19. Resultados del Test Vienna. A) duracion total del subtest inserting long pins (en
minutos). B) nimero total de hits del subtest tapping. Los valores significativamente
diferentes entre grupos se indican con asteriscos (* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001;
****p < 0.0001).

En cuanto al test de coordinacién manual de Vienna, se eligieron dos sub-pruebas que
presentaban mas diferencias entre los grupos de estudio.

En la figura 19A se muestra la duracidn de la prueba de insertar los clavos largos, se observa una
tendencia creciente entre los grupos. El grupo con EHM presenta diferencias significativas frente
al grupo control y al sin EHM (P < 0,001y P <0,0001) respectivamente. Sin embargo, la diferencia
con el grupo “border-line” no es lo suficiente como para que haya significancia entre ellos.

El grupo “border-line”, como acabamos de comentar, no se diferencia significativamente del
grupo con EHM, pero si muestra valores que aportan significancia estadistica frente a los otros
dos grupos: P < 0,001 frente al control y P < 0,05 frente al sin EHM (Figura 19A).

Los valores medios de duracion del test entre el grupo control y el sin EHM son muy parecidos
y por ello no hay diferencias significativas (Figura 19A).

En cuanto a la otra prueba del Vienna, el tapping, el grupo con EHM muestra diferencias frente
al grupo control (P < 0,0001) y al grupo sin EHM (P < 0,01).

El grupo “border-line” se diferencia significativamente del grupo control (P < 0,05), pero no es
significativa, aunque si se puede observar diferencias entre el nimero de hits entre este grupo
y el sin EHM y con EHM (Figura 19B).

El grupo sin EHM muestra peores resultados que el control, aunque las diferencias son muy
pequefias y por ello no hay diferencias significativas entre estos dos grupos de estudio (Figura
19B).
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3.9 EVALUACION BIOQUIMICA

Para la evaluacién bioquimica de los pacientes cirréticos de este estudio, se utilizaron los
parametros de la concentracién de amonio en sangre (medida al instante de la extraccidon de
sangre), y el estudio de las interleuquinas IL-6 y la IL-18, realizadas mediante kits comerciales
ELISA.

3.9.1 CONCENTRACION DE AMONIO

Amonio
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Figura 20. Concentracion de amonio (LM). Los valores significativamente diferentes entre
grupos se indica con asteriscos (*P < 0.05; ** P < 0.01; ***P < 0.001).

Como se puede observar en esta grafica, los valores de las medias de los grupos son muy
variados y no parecen seguir una tendencia clara, adema3s, el grupo con EHM posee un error
estandar alto. Los sujetos de un mismo grupo presentan un alto grado de variacién en cuanto a
los niveles de concentracién de amonio en sangre.

En general, los grupos de pacientes muestran niveles de amonio en sangre similares y superiores
al grupo control debido a la cirrosis. A pesar de lo descrito por el PHES y otros tests, no aparece
ninguna tendencia a incrementar estos valores entre grupos.

El grupo con EHM muestra una media superior al resto de los grupos, sin embargo, no se dan
diferencias estadisticamente significativas, ni tan siquiera con respecto al grupo control.
Ademas, el valor del error estdndar es demasiado alto como para poder considerarlo una media
valida (Figura 20).

Resulta de gran interés que el grupo “border-line” presente una media inferior al grupo sin EHM,
ya que no se correlaciona con los resultados obtenidos en el PHES y demds tests realizados en
los que este grupo realizaba peor los test. Aunque como ya hemos comentado, esto puede
deberse a que la medida del amonio en sangre depende de muchos factores, lo que la hace
variable e irregular.
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3.9.2 CONCENTRACION DE INTERLEUQUINAS PROINFLMATORIAS (IL-6 E
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Figura 21. Concentracidn de interleuquinas en sangre (pg/ml). A) Interleuquina IL-6 y B)
Interleuquina IL-18. Los valores significativamente diferentes entre grupos se indica con
asteriscos (*P < 0.05; ** P < 0.01; ***P < 0.001).

Como se observa en las graficas, la concentracidn de interleuquinas aumenta progresivamente
entre los grupos de pacientes. La clara diferencia de medias entre el grupo control y el grupo sin
EHM en la Figura 21 no se manifiesta al realizar el PHES u otro tipo de bateria de tests, en los
que se obtienen medias similares en ambos grupos. Esta diferencia se debe fundamentalmente
a que la concentraciéon de interleuquinas en sangre en el grupo sin EHM se encuentra
aumentada debido a la inflamacién del higado.

A pesar de que estas dos interleuquinas pueden ser empleadas como marcadores de
inflamacidn, resulta interesante que no se comporten del mismo modo, siendo la IL-6 la que
muestra mayor variacién. Ambas interleuquinas incrementan su concentracion en todos los
grupos de pacientes en comparacién con el grupo control, lo que se correlaciona con el
fenédmeno de inflamacidn producido por la cirrosis.

Respecto a la IL-6, el analisis estadistico muestra una gran variabilidad entre grupos. El grupo
con EHM presenta el valor mds elevado, con diferencias estadisticamente significativas respecto
al grupo control (P < 0,001) y respecto al grupo sin EHM (P < 0,05).

Los niveles de concentracidn de IL-6 en sangre son muy similares entre los pacientes con EHM y
los pacientes “border-line” y, por lo tanto, no se observan diferencias estadisticas entre ambos.
Si se producen diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo “border-line” con
el grupo sin EHM (P < 0,05).

Paralelamente, los pacientes sin EHM poseen una concentracién de IL-6 superior a la de los
controles, pero ésta no es suficiente como para que se den evidencias estadisticas (Figura 21A).

En cuantoalalL-18, también presenta unatendencia a aumentar su concentracidn entre grupos,
pero solo se producen diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo con EHM
con el grupo control y sin EHM con un p-valor (P < 0,01) en ambos casos. No existen diferencias
estadisticas entre el grupo “border-line” y el grupo sin EHM, ni al compararlos con el grupo
control (Figura 21B).
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3.10 CORRELACIONES
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En la tabla 3 aparecen los resultados de las correlaciones entre distintos test. Se puede observar
como muchos de ellos estan relacionados entre si, es decir, fallar en uno conlleva en muchos
casos fallar también en el otro.

Los pacientes que en el PHES tienen resultados bajos, fallan en algunas pruebas del test motor
Vienna, también suspenden el Wisconsin y los de memoria légica. Este comportamiento
también se repite con el test de colores y letras del Stroop, ya que el Wisconsin, el WMS IV y
algunas pruebas del Vienna también tienen resultados alterados.

En cuando a los test de coordinacién bimanual y visuomotora, solo se correlacionan con el test
Vienna, los resultados con el resto de tests se muestran como no significativos, esto es légico ya
que el Vienna también mide la respuesta motora.

Los dos parametros que se han elegido para representar correlaciones en el test de D2 no
muestran unos resultados claros, ya que aparece significancia con algunos sub-tests del Vienna,
Wisconsin y WMS IV-memoria, pero no en todas las pruebas, por lo que no se puede asegurar
con certeza que la correlacidn sea total entre los tests.

El test oral de letras y niUmeros se correlaciona muy bien con los test de atencién Wisconsin y
WMS IV, pero no se relaciona con el test motor de Vienna.
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4. DISCUSION

Segun los resultados obtenidos en las distintas pruebas y ensayos, se puede decir que, aunque
la bateria PHES ha sido muy util y usada mundialmente para el diagndstico de EHM, como ya se
ha indicado en la Introduccién, hay varios estudios que demuestran que no es el test mas
sensible a la hora de diagnosticar EHM. Hay pacientes clasificados como sin EHM por el PHES
que presentan déficits neuroldgicos que pueden detectarse por otros test mas sensibles. (Felipo
etal, 2012; Butz et al., 2010)

La proporcidn de pacientes cirréticos clasificados como sin EHM por el PHES pero que fallan en
al menos 2 test psicométricos (grupo “border-line”) es elevada y esto puede atrasar su
tratamiento y afectar a la calidad de vida.

La EHM tiene un impacto significativo en la calidad de vida del paciente y se suele relacionar con
la reduccién en la habilidad de conduccidn, un aumento de hospitalizaciones e incluso provocar
la muerte. Por ello, seria de gran importancia un diagndstico precoz, asi como la asistencia de
cuidadores y de los sistemas de salud (Prystupa et al., 2015).

El tratamiento rapido y efectivo de los pacientes de EHM mejora la calidad de vida, previene la
progresion de la enfermedad y reduce costes sociales porque reduce el nimero de accidentes
de trafico o de trabajo (Balaj et al., 2009). Por todo esto, un diagndstico rapido de la EHM es
necesario, pero con la bateria PHES no se produce porque no es lo suficientemente sensible
como para detectar los sintomas tempranos.

Como ya se ha comentado, las alteraciones neuroldgicas son distintas en distintos pacientes.
Esto significa que usar un test individual sensible no va a ser suficiente para todos los pacientes
y sera necesario usar una combinacidn de varios test para que realmente sea efectivo.

Las funciones neuroldgicas afectadas en diferentes grupos de pacientes se modulan por
distintos mecanismos que involucran distintos neurotransmisores en diferentes areas del
cerebro. Por ejemplo; el cerebelo es clave en la modulacién de la coordinacién bimanual y visuo-
motora (Debaere et al., 2004; Pollok et al., 2007; Miall et al., 2001) y el GABA es el principal
neurotransmisor relacionado con la coordinacion motora (Hanchar et al., 2005; Boix et al.,
2010).

En cambio, la atencidn y la funcidon ejecutiva se regulan en el cértex prefrontal y se modula por
receptores dopaminérgicos, noradrenérgicos, serotonérgicos y colinérgicos (Logue et al., 2014).
En por ello que en algunos pacientes la neurotransmisién GABAérgica en el cerebelo se ve
afectada antes, llevando a alteraciones motoras tempranas, mientras que en otros pacientes lo
primero que falla son los receptores colinérgicos del coértex, provocando déficits de
concentraciéon y atencion.

Por eso las alteraciones neuroldgicas son tan variables en los distintos grupos de pacientes,
porque la regulacion ocurre en distintos sitios y dependiendo de cudl esté afectada primero se
tendran unos sintomas u otros.
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Figura 22. Representacion grafica de los pacientes y controles y distintos test realizados. Los
cuadros azules representan los test en los que los individuos han fallado, es decir, su
puntuacion es menor que 2SD respecto a la media de los controles. Se puede observar como
los “border-lines” tienen un comportamiento mas parecido a los con EHM que a los sin EHM.
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Como se observa en la figura 22, los pacientes cirréticos correspondientes al grupo “border-line”
tienen errores en varios test, lo que demuestra que tienen déficits neurolégicos tempranos no
detectados por el PHES. Los test que mas suelen fallar son los de coordinacién y el D2. Aunque
como ya hemos comentado anteriormente, los sintomas varian de un paciente a otro y por eso
algunos suspenden en pruebas del Wisconsin, el Stroop o los digitos.

El grupo sin EHM obtiene puntuaciones en los tests muy similares a las del grupo control, lo que
indica que estos pacientes cirréticos no tienen afectada la cognicién ni la funcién motora.

A parte del PHES y el resto de tests psicométricos, se analizd el nivel de amonio en sangre y la
concentraciéon de las interleuquinas proinflamatorias IL-6 e IL-18, para evaluar si la
hiperamonemia producida por un mal funcionamiento del higado y la inflamacién contribuyen
a inducir un deterioro cognitivo.

Se ha demostrado que la hipermanonemia o la inflamacién por si solas no originan deterioro
cognitivo pero la combinacién de ambas puede llegar a desencadenar encefalopatia hepdtica
(Felipo et al., 2012).

En la Figura 20, en los resultados de la prueba del amonio, se puede observar como los niveles
de amonio de los controles son muy inferiores a los de los pacientes, pero las diferencias entre
grupos no son lo suficientemente amplias como para que haya significancia entre ellas. Esto
demuestra que la hiperamonemia requiere de la actuacidn sinérgica de otros parametros para
causar alteraciones neuroldgicas.

Se ha propuesto la inflamacién como un parametro que desempeiia un papel fundamental junto
a la hiperamonemia en el deterioro cognitivo (Montoliu et al., 2009), por ello, se analizan la IL-
6ylalL-18.

La concentracion de interleuquinas aumenta de forma progresiva a través de los grupos de
pacientes, cuando peor es el diagndstico de la enfermedad, mas inflamacién presenta. Se puede
apreciar que el aumento de la concentracién de las interleuquinas IL-6 y la IL-18 (aumento de la
inflamacidn) se relaciona con una mayor alteracién neuroldgica.

En la Figura 21 se observa como la media del grupo con EHM es parecida a la del grupo “border-
line”, aunque un poco mayor. Sin embargo, si que hay diferencias significativas de estos grupos
con los pacientes sin EHM y los controles.

Los pacientes “border-line”, que no tienen EHM segun el PHES, tienen practicamente el mismo
nivel de interleuquinas proinflamatorias (IL-6 e IL-18) que el grupo con EHM. Por otro lado, el
otro grupo sin EHM posee unos niveles de inflamaciéon muy inferiores a los del grupo con EHM.
Esto demuestra que los pacientes que fallan al menos dos test psicométricos tienen niveles de
inflamacidn altos y deben ser tratados ya que tienen déficits cognitivos.

Ademas, el hecho de que los niveles de interleuquinas estén aumentados en los grupos de
pacientes con EHM vy “border-line”, mientras que el grupo de pacientes sin EHM presenta niveles
similares al grupo control, prueba que la inflamacién juega un papel clave en el deterioro
neuroldgico.
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Dados estos resultados, las interleuquinas IL-6 e IL-18 podrian utilizarse como marcadores
bioquimicos para identificar a los pacientes cuyos niveles de inflamacién producen un deterioro
cognitivo.

En cuanto a los resultados de la tabla de correlaciones (Tabla 3), se puede observar como varios
de los test estan muy relacionados entre si, como los de coordinacién bimanual y visuomotora
y el test Vienna. Esto es ldgico ya que estas tres pruebas miden la coordinacién motora. Otros
test correlacionados son el Wisconsin con el Stroop y el de claves Orales de Letras y Niumeros,
los pacientes que fallan en estos test tienen déficits de concentracién y atencién.

Con esta tabla se puede demostrar que la combinacién de varios test puede llevar a un correcto
diagndstico de EHM, evitando realizar todas las pruebas para ahorrar tiempo y molestia a los
pacientes, ya que si se realizan todos los test que se explican en este estudio, el tiempo
empleado rondaria las dos horas.

Segun las correlaciones, con una combinacién de PHES, Stroop, D2 y algun test de coordinacion
se podria detectar los enfermos de EHM rdpidamente y comenzar su tratamiento para mejorar
la calidad de vida.
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5. CONCLUSION

En conclusidn, los resultados muestran que la bateria PHES no es lo suficientemente sensible
como para detectar déficits neuroldgicos tempranos en pacientes cirréticos. El uso de otros test
complementaria el diagndstico, mejorando la deteccién de EHM y de esta forma se podria tratar
a los pacientes y mejorar su calidad de vida. Estos test son, por ejemplo: el D2, los de
coordinacion motora o el Wisconsin.

También se ha demostrado que los pacientes cirréticos son una poblacién heterogénea ya que
las alteraciones neuroldgicas varian en los pacientes debido a los mecanismos cerebrales que
participan del proceso. Estd claro que aparece un grupo de pacientes que segun el PHES no
tienen EHM, pero si muestran una coordinacién visuo-motora afectada en comparacién con el
grupo sin EHM, déficit de atencién en comparacién con el grupo sin EHM y velocidad de
procesamiento mental y memoria de trabajo afectada o daifada respecto al grupo sin EHM, pero
en menor grado que los pacientes con EHM. A este grupo se le ha denominado “border-line” ya
que segun el PHES no tienen EHM, pero muestran claramente sintomas de deterioro
neuroldgico.

Por otro lado, se ha demostrado que la hiperamonemia es un factor importante, pero por si sola
no desencadena deterioro cognitivo, requiere de la combinacidn de ciertos niveles de
inflamacién. Ademads, no puede ser utilizada como medida para clasificar los pacientes en
diferentes grupos ya que no hay diferencias significativas entre los distintos grupos de pacientes
porque las medidas son muy variables.

Los resultados mostrados en los tests de las interleuquinas sefialan que podrian usarse como
marcadores bioquimicos para identificar aquellos pacientes cuya inflamacién les genera
deterioro cognitivo, teniendo en cuenta que no constituyen una alternativa a los tests. Los
niveles de IL-6 y la IL-18 en sangre del grupo con EHM no son suficientemente diferentes en el
grupo “border-line” como para poder clasificarlos correctamente, aunque estos dos grupos si se
diferencian claramente de los controles y los pacientes sin EHM.
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