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RESUMEN

La cirrosis se define como un estado avanzado de las enfermedades hepaticas crénicas
qgue surge como consecuencia de la reparacion tisular excesiva a causa de un dafio hepatico
cronico. El 40% de pacientes con cirrosis presentan encefalopatia hepatica minima (EHM) con
déficits cognitivos y motores que disminuyen su calidad de vida y supervivencia. Actualmente,
la bateria PHES (del inglés, Psychometric Hepatic Encephalopathy Score) es la mas aceptada
para la deteccidn de la EHM, aunque se ha visto que puede no ser efectiva en todos los
pacientes. Hay estudios que sugieren que la medida de los potenciales evocados visuales (PEV)
constituye un método simple y objetivo para diferenciar los grados de encefalopatia hepatica,
y podrian ser Utiles para diagnosticar la EHM.

El objetivo principal de este estudio es evaluar la capacidad de los potenciales
evocados visuales para diagnosticar la EHM en pacientes con cirrosis hepatica, y relacionar las
alteraciones en los PEV con la inflamacidn periférica en estos pacientes. En este trabajo se
caracterizaron los PEV en pacientes cirrdticos sin (NEHM) y con EHM, asi como su posible uso
como herramienta para la detecciéon temprana de la EHM. Ademas, se estudio si alteraciones
en los PEV estdn relacionadas con un estado de inflamacién periférica. Para ello se realizd la
prueba de PEV a pacientes cirréticos que habian sido clasificados como sin (NEHM) y con EHM
segln la puntuacién del PHES y, se correlaciond con el PHES y con otras pruebas que evaltdan
diferentes alteraciones neuroldgicas, como los test Stroop y d2 o la coordinacién visomotora,
entre otras. También se cuantificaron los niveles de la interleuquina pro-inflamatoria IL-6 en
suero para estudiar la inflamacién periférica, asi como los niveles de amonio en sangre.

Como conclusién, los pacientes cirréticos sin y con EHM presentan un retraso
significativo en la latencia de los potenciales evocados visuales y una tendencia a la diminucién
en la amplitud, con respecto a los controles sanos. Estas alteraciones en los PEV se
correlacionan con los niveles de amonio y de inflamacién (medida mediante los niveles de IL 6
en suero), que indicaria que el deterioro del nervio dptico en pacientes cirréticos se debe a un
estado inflamatorio. Sin embargo, la medida de PEV no llega a discriminar entre pacientes siny
con EHM, por lo que no se podria utilizar como test de diagnéstico para la EHM.

Palabras clave: Cirrosis, Encefalopatia hepdtica minima, Inflamacion periférica,
Potenciales evocados visuales.



ABSTRACT

Cirrhosis is defined as an advanced stage of chronic liver disease that arises as a
consequence of excessive tissue repair due to chronic liver damage. 40% of patients with
cirrhosis present minimal hepatic encephalopathy (MHE) with cognitive and motor deficits that
decrease their quality of life and survival. Currently, the PHES (Psychometric Hepatic
Encephalopathy Score) battery is the most widely accepted for the detection of MHE, although
it has been shown that it cannot be effective in all patients. There are studies that suggest that
the measurement of visual evoked potentials (VEP) is a simple and objective method to
differentiate the degrees of hepatic encephalopathy, and could be useful for diagnosing MHE.

The main objective of this study was to evaluate the ability of visual evoked potentials
to diagnose MHE in patients with liver cirrhosis, and to relate alterations in VEPs with
peripheral inflammation in these patients. In this work, VEPs were characterized in cirrhotic
patients without (NMHE) and with MHE, as well as its utility as a tool for the early detection of
MHE. In addition, we studied whether alterations in VEPs are related to a state of peripheral
inflammation. For this purpose, VEP test was performed in cirrhotic patients who have been
classified as without (NMHE) and with MHE according to the PHES score and, it was correlated
with the PHES and with other tests that evaluate different neurological alterations, such as the
Stroop test and d2 or visual-motor coordination, among others. Serum levels of the pro-
inflammatory interleukin IL-6 were also quantified to study peripheral inflammation, as well as
blood ammonia levels.

In conclusion, cirrhotic patients without and with MHE present a significant delay in
the latency of visual evoked potentials and a tendency to decrease in amplitude, compared to
healthy controls. These alterations in VEPs correlated with the levels of ammonia and
inflammation (measured by the levels of IL-6 in serum), which would indicate that the
deterioration of the optic nerve in cirrhotic patients could be due to an inflammatory state.
However, the VEP measurement does not discriminate between patients without and with
MHE, so it could not be used as a diagnostic test for MHE.

Key words: Cirrhosis, Minimal hepatic encephalopathy, Peripheral inflammation, Visual

evoked potentials.
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INTRODUCCION

1. Enfermedades hepaticas

El higado es un drgano que se encarga de mantener la homeostasis metabdlica
mediante el procesamiento de los aminoacidos, carbohidratos, lipidos y vitaminas procedentes
de la dieta. Ademas, se encarga también de la metabolizacién del colesterol y las toxinas y del
almacenamiento del glucégeno (Heidelbaugh & Bruderly, 2006). Las enfermedades hepdticas
afectan a millones de personas en todo el mundo. Tanto es asi, que se estima que en el afio
2010 mas de 2 millones de muertes fueron a causa de enfermedades hepaticas (Xiao et al.,
2019). Estas enfermedades se pueden clasificar dependiendo de su origen, el cual puede ser
virico, causadas por los virus de la hepatitis A, B, C, D o E. Por otro lado, también pueden ser de
origen alcohdlico (enfermedades de higado alcohdlicas, ALD) o por acumulacion de grasa en el
higado (enfermedades de higado graso no alcohdlicas, NAFLD). Aunque estas sean las
principales, existen otras causas de las enfermedades hepaticas tales como autoinmunidad o

genéticas, como la enfermedad de Wilson (Asrani et al., 2019).

La cirrosis se define como un estado avanzado de las enfermedades hepdticas crénicas.
Surge como consecuencia de la reparacion tisular excesiva a causa de un dafio hepdtico
crénico. Este tipo de enfermedades se caracterizan por una lesidn parenquimatosa crdnica,
una activacion de la respuesta inflamatoria persistente y, por una sostenida activacion de la
fibrogénesis en el higado. La fibrogénesis esta determinada por una acumulacién de
componentes de la matriz extracelular y por una activacién de miofibroblastos hepaticos que
modulan la respuesta inflamatoria e inmunoldgica, asi como la angiogénesis (Odena & Bataller,
2012; Parola & Pinzani, 2019). Se estima que esta enfermedad hepatica es la causante de 1.16
millones de muertes y, tal y como se ha mencionado anteriormente, puede tener varios

origenes que se comentaran a continuacién en mas detalle (Asrani et al., 2019) .

Hepatitis virales
Se estima que las hepatitis virales, en su conjunto, causaron el 0,3% de muertes en
2010 (Asrani et al., 2019). De los cinco tipos, la hepatitis viral C (HVC) y la B (HVB) son las

principales que pueden derivar en cirrosis (Lai et al., 2003).

Hepatitis viral B (HVB)

Estos virus pueden organizarse en dos géneros de la familia Hepadnaviridae. El género
gue se caracteriza por infectar a humanos es el género Orthohepadnavirus. Presenta un ADN
circular parcialmente bicatenario (Warner & Locarnini, 2012). Presenta varias proteinas

estructurales, como la proteina S y las core. Su genoma contiene también la informacion para



otras proteinas no estructurales como la X, cuyas funciones aun no estan muy definidas, pero
gue se piensa que juega un papel importante en la replicacién viral debido a sus propiedades

transcripcionales (Raimondo et al., 2005).

El virus de la hepatitis B puede transmitirse por via parenteral, tanto percutdnea como
permucosa. También puede ser de manera vertical, teniendo en estos casos el neonato hasta
un 90% de probabilidades de padecer hepatitis B crdnica. La transmisidon también puede ser
por contacto sexual, el consumo de drogas intravenosas o por transfusiones de sangre (Lai et

al., 2003; Liaw & Chu, 2009).

Este virus es un virus no citolitico, una vez dentro del hepatocito puede permanecer
ahi durante toda la vida de este integrandose o no en el genoma del hospedador. Uno de los
mecanismos por los que puede dar lugar a un dafio hepdatico mas grave es cuando se integra
en el genoma, ya que hace que haya una mayor predisposicién a que la célula se vuelva
maligna y al desarrollo de una infeccién crénica (Liaw & Chu, 2009; Raimondo et al., 2005).
También puede ejercer dafio hepatico a través de proteinas S truncadas o las proteinas X.
Entre algunas de las funciones que se han visto de las proteinas X es su capacidad de
interaccionar con factores de transcripcién como el ATF o a proteinas supresoras de tumores
como la p53 (Chisari et al.,, 2010). Hay que destacar también que puede dar lugar a dafo
hepatico a través del sistema inmunoldgico. Su infeccidn en el higado comienza activando
débilmente el sistema inmune innato y acaba activando finalmente el sistema inmune
adaptativo. La infeccion por este tipo de virus derivara una infeccién crénica dependiendo, en
gran medida, de una baja respuesta por parte de las células T (Trépo et al., 2014). Como
consecuencia del mal funcionamiento del sistema inmunoldgico se producen una destruccidny

regeneracion recurrentes de las células hepaticas que deriva en cirrosis (Chisari et al., 2010).

Hepatitis viral C (HVC)

Este tipo de virus pertenece al género Hepacivirus de la familia Flaviviruses (Niller &
Minarovits, 2018). Su genoma es una hebra de RNA de polaridad positiva, lo que quiere decir
que actua como ARN mensajero. Este RNA codifica tanto para proteinas estructurales, como
las glucoproteinas E1 y E2, aunque también para proteinas no estructurales, como por ejemplo
la NS2, NS4 o NS4. Estas ultimas proteinas tienen como funcién el procesamiento de la
poliproteina producida por el ARN mensajero del virus y con la replicacion viral (Gal-Tanamy et

al., 2009; Koutsoudakis et al., 2013).

La transmision del HVC es principalmente de manera directa por exposicion

percutdnea a sangre infectada, sobre todo por el uso de drogas inyectables o transfusiones de



sangre procedentes de donadores infectados. También puede darse la transmisién de este
virus de manera perinatal y sexual, aunque de manera menos eficiente (Babineaux & Alter,
2011). A menudo, el VHC es asintomdtico, sin embargo, puede acabar frecuentemente en una

hepatitis cronica (Foster et al., 2018).

En la primera respuesta de los hepatocitos ante una infeccidon por este virus se ven
involucrados principalmente varios receptores de reconocimiento de patrones (PRR), unas
proteinas del sistema inmune innato que reconocen virus. Uno de los principales PRR activados
es el TLR3, que reconoce dobles hebras de RNA virales. Como consecuencia, se activan unas
vias de sefalizacidon que conducen a la produccién de interferén (IFN) que, a su vez, activa
otras vias de sefializacion como la JAK-STAT. Esta via esta relacionada con la expresién de
varios genes encargados de bloquear la replicacion viral. Sin embargo, el HVC tiene la
capacidad de contrarrestar la inmunidad innata a través de la inhibicidon de la expresion de
citocinas a través de la proteasa NS2. También tiene otras como la NS3, NS4A y NS4B que se
encargan de bloquear la produccién de IFN en la célula huésped (Foster et al., 2018). También
se ha visto que varias de estas proteinas no estructurales tienen la capacidad de interaccionar
con varios factores de la célula hospedadora, alterando la transcripcion, sefiales celulares,
apoptosis y proliferacion celular del hospedador, entre muchas otras funciones.
Principalmente destaca el potencial de transformacidon y de alteracion de varias vias
oncogénicas (Levrero, 2006). Estos mecanismos mencionados son los que permiten que el HVC
pueda llegar a producir hepatitis créonicas y derivar en cirrosis (Foster et al., 2018; Levrero,

2006).

Enfermedad de higado graso no alcohdlica

Las enfermedades de higado graso no alcohdlicas (NAFLD, por sus siglas en inglés), se
considera como un espectro de enfermedades hepaticas que van desde la esteatosis aislada, la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), la fibrosis y que, finalmente puede acabar en cirrosis
(Huang et al., 2020). El principal factor de riesgo asociado con las NAFLD es la obesidad y, mas
especificamente, la diabetes de mellitus (tipo 1l), aunque se ha podido ver también una
estrecha relaciéon de la NAFLD con el sindrome metabdlico, destacado por afecciones como
obesidad central, hipertrigliceridemia, hipertensién, intolerancia a la glucosa y colesterol bajo
de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Se ha visto la existencia de una coexistencia en mas
del 90% de los pacientes que presentan NAFLD con al menos una de estas patologias del
sindrome metabdlico (Argo & Caldwell, 2009). Debido al aumento de estas afectaciones en los

paises desarrollados, las NAFLD se ha convertido en la principal enfermedad hepatica croénica,



estimandose que la prevalencia en Europa de esta enfermedad podria estar entorno al 23,71%

(Huang et al., 2020; Pimpin et al., 2018).

El avance de la NAFLD es complejo e involucra multiples mecanismos. Aunque aun no
estdn claros todos los mecanismos que favorecen la aparicion de esta enfermedad, se ha visto
que la resistencia a la insulina parece ser uno de los mecanismos clave (Cobbina & Akhlaghi,
2017). Entre las funciones del higado destaca la gluconeogénesis en ayunas y la produccién de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que contienen la mayor cantidad de
triacilglicéridos séricos. En individuos sanos, la insulina suprime la produccién de acidos grasos
libres (FFA) del tejido adiposo periférico y la produccién de novo de VLDL hepaticas. En el caso
de los pacientes de NAFLD se ha visto un aumento de tejido adiposo visceral, lo que ha
conducido a su vez a una resistencia a insulina y la consecuente hiperinsulinemia, aumentando
los FFAs, la produccion de VLDL y la gluconeogénesis. Ademds, de este modo también se
incrementan los FFAs que drenan al higado, y el conjunto de todos estos mecanismos da lugar
a un aumento de la esteatosis (se considera NAFLD cuando la esteatosis se encuentra en mas
del 5% de hepatocitos) (Huang et al., 2020; Taylor et al., 2020). El aumento de grasa en los

hepatocitos conduce a una mayor peroxidacién de lipidos (Lefkowitch, 2005).

— —
Deposicion . Lipotoxicidad y
de grasa fibrosis

Esteatosis
(>5% hepatocitos)

—
Progresion
fibrosis

NASH
(>5% hepatocitos,
inflamacion, fibrosis)

CIRROSIS

Figura 1: Progresion NAFLD hasta cirrosis. Modificado de (Huang et al., 2020)

Si la esteatosis progresa, existe la posibilidad de que conlleve a una lipotoxicidad y a un
estrés oxidativo que derive a su vez a inflamacidon y muerte celular. En este punto la
enfermedad pasaria a encontrarse en el estadio de esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), en la
que la produccién de factores inflamatorios y especies reactivas de oxigeno dara lugar al
reclutamiento de macréfagos periféricos hacia el higado, asi como la activacién de las células
de Kupper y de las células estrelladas hepaticas (HSC) (Jung & Yim, 2017). Las células de
Kuppfer son macréfagos hepaticos especializados que, ademds de reclutar mas macréfagos
periféricos, linfocitos T y neutrdfilos, aumentan la hepatotoxicidad vista en NASH. Secretan

sustancias con capacidad de activar a las HSC (Figura 1). Las HSC son miofibroblastos hepaticos



gue en respuesta a citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) o
la interleuquina 1B (IL-1B) secretan proteinas de la matriz extracelular (ECM) y mas sustancias
inflamatorias como la interleuquina 6 (IL-6). La acumulacién de esta ECM va a conducir a una
destruccién de las estructuras e inervacién hepaticas, llevando a una fibrosis progresiva y a un
mal funcionamiento hepdtico que, en su ultimo estadio, acaba en cirrosis (Huang et al., 2020;

Jung & Yim, 2017).

PROGRESION FIBROSIS

HsC

quiescente Miofibroblasto
Estrés
oxidativo TNF-a
Inflamacion IL-1p
\/ﬁ\_/"‘\_/
Hepatocito Célula WMM
P Kupffer ===
Matriz extracelular

Figura 2: Progresion hacia fibrosis. TNF-a: Factor de necrosis tumoral a; IL-18:
Interleuquina 18. Modificado de (Jung & Yim, 2017).

Se ha visto que alrededor de un 20-30% de pacientes que presentan NAFLD acabaran
por desarrollar NASH, caracterizada por lesiones del parénquima hepatico, inflamacién vy
fibrosis. Normalmente en este estadio, el higado intenta generar nuevas células y, como
consecuencia, la NASH progresa hasta cirrosis, donde los hepatocitos han sido reemplazados
por tejido cicatricial. La cirrosis es el estado final, requiriendo trasplante hepdtico o derivando

en hepatocarcinoma celular (HCC) (Cobbina & Akhlaghi, 2017; Parola & Pinzani, 2019)

Enfermedad hepatica alcohélica

Las enfermedades hepaticas alcohélicas (ALD, por sus siglas en inglés), al igual que las
NAFLD, pueden presentarse como una esteatosis aislada, avanzar a una esteatohepatitis
cronica vy, finalmente, acabar en una fibrosis que dara lugar a cirrosis. El principal factor de

riesgo para esta enfermedad es la cantidad de alcohol consumido, independientemente del

5



tipo de alcohol que sea este, aunque se ha visto que esta caracteristica también puede afectar.
Asi, también puede afectar las horas en las que se consume el alcohol, viéndose que hay mds
posibilidades de desarrollar la enfermedad si se consume alcohol fuera de las horas de comida.
Otro factor que se ha visto que también puede aumentar el riesgo de padecer ALD es el sexo,
demostrandose que las mujeres pueden ser hasta dos veces mds sensibles al alcohol y
desarrollar una enfermedad mas severa con una menor dosis de alcohol (X. L. Lu et al., 2004;
O’Shea et al., 2010). Se estima que el 50% de las muertes atribuidas a cirrosis, son causadas

principalmente por el consumo de alcohol (Asrani et al., 2019).

El dafio tisular producido en este tipo de enfermedad presenta muchas caracteristicas
similares con la NAFLD, como el papel que juega el TNF-a o las HCS. El principal cambio que
ocurre es el desarrollo de esteatosis, que como en la NAFLD, es la conversién del higado a un
higado graso donde las vacuolas de grasa ocupan la mayoria del hepatocito. Este aumento de
lipidos en los hepatocitos conlleva a una mayor peroxidacion de los lipidos, factor que ayuda a

la patogénesis de la esteatohepatitis, al igual que en la NAFLD (Lefkowitch, 2005).

El higado es el principal érgano metabolizador del alcohol, especialmente a través de la
enzima alcohol deshidrogenasa (ADH). Esta enzima se encarga de metabolizar el etanol usando
NAD* y produciendo NADH y acetaldehido. El acetaldehido es un producto altamente toxico
qgue el propio hepatocito transforma en acetato para disminuir su toxicidad a través de la
enzima aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2), la cual produce de nuevo mas NADH. Con un
consumo excesivo de alcohol se ve que disminuye la relacion normal de NAD*/ NADH, lo que
favorece la formacion de lipidos y, por lo tanto, de la esteatosis. Otra de las enzimas
importantes en la metabolizacién del alcohol es la CYP2E1l, la cual también produce
acetaldehido como producto secundario. Para poder ejercer su funcion necesita la presencia
de etanol, sino es degradada. Se ha visto que en consumidores de alcohol la cantidad de etanol
necesaria para que no se degrade esta enzima es mucho mas elevada. Ademas, con el
consumo de alcohol se producird mds cantidad de CYP2E1 que metabolizard mas cantidad de
etanol y que, como consecuencia, producird mas acetaldehido y especies reactivas de oxigeno.
Las especies reactivas de oxigeno produciran un entorno de estrés oxidativo que favorecera la

fibrosis y un estado inflamatorio (Osna et al., 2017).

El entorno de estrés oxidativo y dafio tisular da lugar a la esteatohepatitis, que se ve
caracterizada también por la muerte de hepatocitos debido al consumo de alcohol. La
apoptosis precipitada ocurre a causa de la expresidon de Fas en la superficie de los hepatocitos

que activa una via que induce a la necrosis y al reclutamiento de macroéfagos para su



fagocitacién (Day, 2001). Este dafio tisular conllevar a un reclutamiento de células del sistema
inmune, sobre todo neutréfilos y linfocitos. Ademas, al igual que en la NAFLD, las células de
Kupffer también se activan, jugando un papel importante en la inflamacidn en este estadio de
la enfermedad. También se activaran las HCS, que seran clave en el desarrollo de la fibrosis, y
que, junto con los procesos de inflamacidon conducirdn a cirrosis (Lefkowitch, 2005; Osna et al.,

2017).

2. Inflamacidn periférica y encefalopatia hepatica.

La inflamaciéon periférica es una de las caracteristicas de la cirrosis. El desarrollo de
esta inflamacién se ha visto que se produce no solo por una mal funcionamiento hepatico, sino
que se correlaciona con un perfil alterado de la microbiota intestinal humana, donde los
productos bacterianos se translocan desde la luz intestinal hasta la circulacion sistémica

(Arroyo et al., 2021; Bernardi et al., 2015).

Finalmente, la cirrosis puede conducir tanto a una inflamacién periférica como una
inflamacidon hepatica. Se ha visto como esto estd ligado con cambios a nivel de sistema
nervioso central. Las vias por las que se enlaza la inflamacion hepatica y/o sistémica con

alteraciones cerebrales pueden ser resumidas en dos puntos (Azhari & Swain, 2018):

e Via sistema nervioso periférico: El nervio vago aferente inerva el higado. Este
nervio presenta receptores de citoquinas proinflamatorias presentes en el
higado debido al dafio. Como consecuencia de esta activacion se llevan sefiales
al cerebro que producen cambios en este. Los pacientes cirréticos pueden
presentar alteraciones en el sistema nervioso periférico, por ejemplo en la
percepcion somatosensorial (Chaudhry et al., 1999; Rega et al., 2021).

e Via humoral e inmunoldgica: La inflamacién periférica presente en cirrosis hace

gue los niveles de citoquinas pro-inflamatorias circulantes, como la IL-6, aumenten

(Montoliu et al., 2009). Ademadas, también hace que el nimero de células

inmunoldgicas circulantes activadas se eleve. Estas células y citoquinas pueden

acceder al cerebro y producir una neurofinlamacidn que altere la funcion cerebral.

Junto a estos factores, la mala detoxificacién a causa del mal funcionamiento hepatico,
sustancias toxicas como el amonio, entran a la circulacion sistémica pudiendo llegar al cerebro
(Rega et al., 2021; Xu et al., 2019). Como consecuencia, puede tener lugar el desarrollo de la
encefalopatia hepatica (EH). Se ha visto que la incidencia de EH en pacientes cirrdticos es del

30-45%, la cual puede aumentar durante la progresion de la enfermedad (Lu et al., 2020).



El aumento de los niveles de amonio puede conducir a un aumento de los factores
inflamatorios en el cerebro que, junto con la inflamacién que se produce en la cirrosis, puede
conllevar a una neuroinflamacién que dé lugar a alteraciones neuroldgicas caracteristicas de la
EH (Rodrigo et al., 2010). Sin embargo, el papel que juega el amonio en la neuroinflamacién se
ha visto que depende de la presencia de una inflamacién periférica. El efecto sinérgico entre la
hiperamonemia y la inflamacidn es particularmente importante en el desarrollo de EHM en
pacientes cirrdticos. Shawcross et al (2004) demostraron que la hiperamonemia produce un
deterioro neuroldgico en presencia de un estado inflamatorio, pero no después de la
resolucidon de este. Otra investigacidon que apoya esta idea es la de Montoliu et al, donde se
vieron que los niveles periféricos de citoquinas inflamatorias como la IL-6 y la IL-18 pueden
discriminar entre pacientes sin y con EHM (Montoliu et al., 2009). Los niveles de amonio
pueden estar elevados tanto en pacientes con dafio hepdtico, como con otras patologias, y no
afectar las funciones cognitivas; sin embargo, en combinacidn con altos niveles de las
interleuquinas IL-6 e IL-18, se produce deterioro cognitivo en pacientes con o sin dafo
hepatico (Felipo et al., 2012b). La hiperamonemia y la inflamacion periférica, aparte de dar
lugar a una neuroinflamacidon por si mismos, ayudan a la activacién de la microglia que
aumenta también la neuroinflamacién (Figura 3). Todo esto en su conjunto inducird el
desarrollo de las disfunciones motoras y cognitivas caracteristicas de la EHM (Montoliu et al.,

2015).

Enfermedades cronicas hepéaticas

O\

Hiperamonemia Inflamacion

N

Activacion microglia
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Neuroinflamacion
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Alteraciones motoras y cognitivas

Figura 3: Relacion entre las alteraciones motoras y cognitivas y las
enfermedades hepdticas. Modificada de (Montoliu et al., 2015).



Clasificacion encefalopatia hepatica

La EH se puede subdividir en tres tipos segln su origen, EH tipo A resultante de una
insuficiencia hepatica aguda. EH tipo B resultante de la derivacion portosistémica o EH tipo C
resultante de cirrosis (Butterworth, 2019). A su vez, la EH de tipo C puede subdividirse en dos
grupos, encubierta o clinica dependiendo de la manifestacion de los sintomas. La primera de
ellas se caracteriza por presentar unas las alteraciones cognitivas y motoras que no son
evidentes pero que pueden revelarse mediante pruebas psicométricas o neurofisioldgicas. Por
otro lado, la EH clinica se aplica cuando las alteraciones neuroldgicas son mas evidentes,
encontrdndose en una fase descompensada de la enfermedad y, siendo completamente

sintomatica (Rega et al., 2021; Vilstrup et al., 2014).

Ademas de esta clasificacion, la EH también puede ser clasificada en 4 grados segun las
manifestaciones clinicas mediante los criterios West Haven, cuyas caracteristicas se muestran
en la tabla 1. La EH clinica englobaria los grados I, Il y IV, mientras que en la encubierta estaria
el grado | y la encefalopatia hepatica minima (EHM). Este ultimo término hace referencia a los
pacientes con HE sin sintomas clinicamente evidentes pero que si que presentan disfuncion

cerebral (Vilstrup et al., 2014; Weissenborn, 2019).

Manifestaciones clinicas

Como consecuencia de esta disfuncidn cerebral, los pacientes que la presentan tienen
muchas posibilidades de experimentar un impacto en la calidad de vida relacionada con la
salud (HRQOL) (Al-Hajje et al., 2015; Montagnese & Bajaj, 2019). En la manifestacion mas leve
de la EH se pueden encontrar alteraciones relacionadas con la atencidn, la memoria, velocidad
psicomotora y capacidad visuoespacial, asi como medidas electrofisioldgicas y otras medidas
cerebrales funcionales. A medida que la EH progresa se pueden empezar a mostrar otros
sintomas como cambios de personalidad, por ejemplo, apatia o irritabilidad, asi como
alteraciones de consciencia o en el ciclo de suefio (Aldridge et al., 2015; Montagnese & Bajaj,

2019; Rega et al., 2021; Vilstrup et al., 2014) .



Tabla 1: Clasificacion de la encefalopatia hepdtica en pacientes cirréticos con los criterios West Haven. Modificada

de Weissenborn, 2019

Criterios operativos

Grado Subcategoria Descripcion .
sugeridos
. . - Probado y demostrado ser
Normal (0) Sin encefalopatia hepatica v
normal
Alteraciones sicométricas o
i P Resultados anormales de
neuropsicoldgicas de pruebas que . ot
) . pruebas psicométricas o
. exploran la velocidad psicomotora / R
Minima ) . A A neuropsicolégicas
funciones ejecutivas o alteraciones . .
i R R e establecidas sin
neurofisiolégicas sin evidencia clinica . . .
R manifestaciones clinicas.
de cambio mental
Encubierta .
L A pesar de estar orientado
. Falta de conciencia i | o, el
. . en el tiempo y el espacio, e
e  Euforia o ansiedad ) poy pacio,
! paciente parece tener cierto
. Reduccioén de la . o
Grado | A o, deterioro cognitivo /
capacidad de atencion
Deteri del idad conductual con respecto a
. eterioro de la capacida .
p ¢ P su estandar en el examen
may r .
€sumayresta clinico.
. Letargo o apatia Desorientado en el tiempo
. Desorientacion por el (al menos tres de los
tiempo siguientes son incorrectos:
Grado Il . Cambio de personalidad dia del mes, dia de la
evidente semana, mes, estacion, afio)
o Comportamiento +/- los otros sintomas
inapropiado mencionados.
clinica . Desorientado también en el
. Desde somnolencia a .
) espacio (al menos tres de
semi-estupor o -
. los siguientes informados
. Responde a estimulos , ,
Grado lll X erréneamente: Pais, Estado,
. Confundido ) .
. . -0 region- ciudad, lugar) +/-
. Desorientacion grave ;
c : 5 los otros sintomas
L] .
omportamiento extrafio mencionados.
No responde ni a los
Grado IV Coma P

estimulos de dolor

Por ejemplo, se han demostrado alteraciones del suefio en pacientes cirrdticos con EH,

como insomnio o suefio fragmentado, o yendo al limite extremo, una somnolencia diurna

excesiva (Montagnese & Bajaj, 2019). Asi pues, se han visto también manifestaciones fisicas

como ralentizacion psicomotora o neuropsiquidtricas como asterixis, dispraxia o estupor,

pudiéndose llegar incluso al coma. Dependiendo de los sintomas, que son evidentes, la EH sera

clasificada segun los criterios West Haven (Tabla 1) (Aldridge et al., 2015; Luo et al., 2019; Xu

et al., 2019).

Con respecto a las manifestaciones de la EHM, aunque sean menos evidentes pueden

tener cierta repercusion. Los pacientes con EHM presentan deterioro cognitivo leve
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caracterizado por déficit de atencion, enlentecimiento psicomotor y alteracién en funciones
ejecutivas (Weissenborn, Ennen, et al., 2001; Weissenborn, Heidenreich, et al., 2001). Los
pacientes que la presentan pueden encontrar dificultades para realizar tareas cotidianas como
conducir (Bajaj et al., 2007; Felipo et al., 2013). También tienen un mayor riesgo de caidas,
accidentes y hospitalizacién, lo que genera una mayor carga econdmica para los sistemas de

atencidén sanitaria y social (Roman et al., 2011; Urios et al., 2017).

Diagndstico de la encefalopatia hepatica minima

La deteccion temprana de la EHM es importante, ya que aproximadamente el 56% de
los pacientes diagnosticados con ella avanzaran hacia una EH clinica, lo que les llevara a elevar
mas la posibilidad de otras complicaciones, asi como la mortalidad (Luo et al., 2019; Xu et al.,
2019). Actualmente, la bateria de test psicométricos PHES (del inglés, Psychometric Hepatic
Encephalopathy Score) es considerada como la principal herramienta para la deteccién de la
EHM vy, aunque es ampliamente usada, varios trabajos revelan un subconjunto de pacientes
cirréticos que muestran déficits cognitivos y motores leves no detectados por el PHES (Butz et

al., 2009; Felipo, Ordofio, et al., 2012; Felipo et al., 2014; Giménez-Garzo et al., 2017).

La Frecuencia critica de parpadeo (CFF) se ha propuesto como un test alternativo al PHES para
el diagndstico de la EHM. La prueba de frecuencia de parpadeo critico (CFF) es una
herramienta psicofisiolégica definida como la frecuencia a la que una luz (presentada desde 60
Hz hacia abajo) parece parpadear para el observador. La puntuacion CFF se ha utilizado como
una variable continua en varios estudios, que han demostrado buena sensibilidad en el

diagndstico la EH clinica y la EHM (Kircheis et al., 2002).

Se han utilizado un varias pruebas neurofisioldgicas para caracterizar la disfuncion
cognitiva en la cirrosis que van desde el electroencefalograma simple (EEG) hasta potenciales
evocados (PE) (Nabi & Bajaj, 2014; Vilstrup et al., 2014; Xu et al., 2019). Las ventajas de las
pruebas neurofisioldgicas son la ausencia de efectos de aprendizaje y la relativa especificidad
de la respuesta. La necesidad de un equipo costoso y la baja sensibilidad son inconvenientes

de estos métodos.

3. Potenciales evocados
Los potenciales evocados son un tipo de estudio neurofisioldgico, los cuales se centran
en el estudio de los sistemas nerviosos central y periférico mediante el registro de la actividad

bioeléctrica o magnética, ya sea espontanea o estimulada (Amodio & Montagnese, 2015).

Existen tres tipos de potenciales evocados sensoriales, que son los visuales, auditivos y

los somatosensoriales. En especial, los potenciales evocados visuales (PEV), también llamados
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P100, son de gran interés en lo que respecta al diagndstico de dafio en el nervio dptico
(Amodio & Gatta, 2005). Este dafio ocular puede ocurrir a causa de la neuroinflamacion, tal y
como demostré Castoldi et al.,, en modelos animales de esclerosis multiple. Los PEV se
utilizaron por primera vez para detectar anomalias del sistema visual y de muchas

enfermedades neuroldgicas con sintomas visuales (Castoldi et al., 2020).

Amodio & Gatta sugieren que la alteracién de la latencia es consecuencia de
alteraciones en el tiempo de transmisidon, mientras que los cambios de amplitud reflejan la
cantidad de neuronas activadas (Amodio & Gatta, 2005). Esta caracteristica de los PEV podria
ser de gran utilidad en el diagnéstico de la EH y la EHM, ya que como consecuencia de la

neuroinflamacidn, el nervio éptico puede verse afectado (Cunningham, 2013).

Estudios recientes, como el de Castoldi et al (2020) han demostrado que, en los
primeros estadios del dafio del nervio dptico, el retraso de la latencia en el PEV esta
directamente relacionado con un estado inflamatorio que ocurre antes que puedan detectarse

otras manifestaciones clinicas (Castoldi et al., 2020).

Zeneroli et al (1984) mostraron la utilidad de los potenciales visuales evocados para la
diferenciacidn de los distintos grados de EH en pacientes cirréticos. Posteriormente, Zhang et
al (2013) utilizaron una combinacién de PEV y electroretinogramas, proponiéndolo como un
método que permite predecir la EH y sugerian que podria utilizarse para diagnosticar la EHM

(Zeneroli et al., 1984; Zhang et al., 2013).

HIPOTESIS
En este estudio partimos de la hipdtesis de que los pacientes cirréticos con EHM
presentaran alteraciones en los potenciales visuales evocados, que podrian estar relacionados

con los niveles de inflamacidn periférica y los niveles de amonio elevados de estos pacientes.

OBIJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es evaluar la capacidad de los potenciales
evocados visuales (PEV) para diagnosticar la encefalopatia hepatica minima en pacientes con
cirrosis hepatica, y relacionar las alteraciones en los PEV con la inflamacidn periférica en estos

pacientes.
Los objetivos especificos de este estudio son:

e Caracterizar las alteraciones en los potenciales evocados visuales en pacientes

cirréticos con y sin EHM, en comparacion con un grupo de controles sanos.
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e Estudiar la relacion entre las alteraciones en PEV y las alteraciones
neuroldgicas en los pacientes cirrdticos evaluadas mediante test psicométricos
especificos relacionados con atencidn, memoria y coordinacién motora.

Estudiar la relacién entre los niveles de amonio en sangre y de inflamacién periférica (IL-6) y

las alteraciones en los PEV en pacientes cirréticos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Controles y pacientes

Para este estudio se reclutaron 66 pacientes con cirrosis hepatica de las consultas
externas de los hospitales Clinico y Arnau de Vilanova en Valencia, Espaia. El diagndstico de la
cirrosis se basd en datos clinicos, bioquimicos y ecograficos. Los criterios de exclusién fueron:
encefalopatia hepatica clinica, una ingesta reciente de alcohol (<6 meses), infeccién, uso
reciente de antibidticos o hemorragia gastrointestinal (<6 semanas), uso reciente de farmacos
que afectan la funcién cognitiva (<6 semanas), presencia de carcinoma hepatocelular y
trastornos neuroldgicos o psiquiatricos. Se incluyeron 20 controles sanos. Los criterios de
exclusién para todos los grupos fueron el dolor agudo o crénico y cualquier signo de
inflamacidn, lesién superficial ocular o ceguera para evitar interferencias con los resultados de
la sensibilidad. Se estudié la correlacidon entre los pacientes con o sin diabetes y con o sin
polineuropatia para ver si los resultados de las pruebas se veian influenciados por estas
patologias y al no verse ninguna correlacidn se aceptaron en el estudio. Todos los participantes
fueron incluidos después de firmar un consentimiento informado por escrito. Los protocolos
de estudio se ajustaron a las directrices éticas de la Declaracion de Helsinki y fueron aprobados

por los Comités de Etica en Investigacién de ambos hospitales.

Después de realizar la bateria PHES, los pacientes fueron clasificados como con o sin
EHM (ver mas abajo) y fueron derivados a la Unidad de Neurofisiologia del Hospital Clinico de
Valencia, donde se les realizé la prueba de potenciales evocados visuales. Se midid la latencia,
amplitud y morfologia de la onda P100. Esta prueba se realizé dentro de la semana siguiente a
la realizacion del PHES, con el fin de minimizar las posibles fluctuaciones cognitivas. La

composicion y caracteristicas de los grupos se dan en la Tabla 2.

Tabla 2: Composicion de los diferentes grupos y etiologia de la enfermedad hepdtica.

CONTROL NEHM EHM
NUMERO DE SUJETOS 20 39 20
SEXO (MASCULINO/FEMENINO) 5/15 36/3 18/2
EDAD 65+1.6 61+1.3 64+1.8
ETIOLOGIA CIRROSIS
HVC/HVC+ALD - 14/1 3/0
NAFLD/NAFLD+ALD - 0/1 1/0
ALD - 19 11
OTRAS - 5 5
DIABETES (NO/SI) 20/0 27/12 10/10
POLINEUROPATIA (NO/SI) / (%) 17/3 (15/85) 22/17 (56/44) 10/10 (50/50)

Valores expresados como la media + SEM. NEHM y EHM: pacientes sin y con encefalopatia hepatica
minima, respectivamente; HVC: hepatitis viral C; NAFLD: enfermedad de higado graso no alcohdlica;
ALD: enfermedad hepatica alcohdlica.
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2. Evaluacién neuropsicolégica
Bateria de test psicométricos PHES
La EHM fue diagnosticada mediante la bateria de test psicométricos PHES (del inglés,
Psychometric Hepatic encephalopathy Score) que se considera como el ‘gold standard’ para el
diagnédstico de la EHM (Ferenci et al., 2002; Weissenborn, Ennen, et al., 2001). Los puntajes
globales de PHES se calcularon con tablas de normalidad espafiolas

(http://www.redeh.org/TEST phes.htm), corregidas por edad y nivel educativo. Se definié a los

pacientes con EHM con una puntuacién igual o inferior a -4 puntos.
La bateria del PHES se compone de 5 subtest:

e Test de digitos y simbolos (DST): Examina la velocidad de procesamiento y la
memoria de trabajo (Figura 4.A). Se le asigna a cada nimero una clave. Se le
presenta al sujeto una plantilla en la que hay una serie de nimeros y el sujeto
en 90 segundos deberd de asignar el mayor numero de claves a sus
correspondientes numeros.

e Test de conexidn numérica A (NCT-A): Examina la velocidad de procesamiento
y la atencién (Figura 4.B). Se medira el tiempo en el que el sujeto une en orden
ascendente los nimeros presentados en una plantilla (1-25). Estos nimeros se
encontrardn de manera desordenada en la hoja.

e Test de conexién numérica B (NCT-B): Examina la velocidad de procesamiento
y la atencién (Figua 4.C). En este caso aparte de ordenar los nimeros de
manera ascendente el sujeto deberd ordenar también las letras alfabéticas en
orden ascendente también. Ejemplo: 1-A; 2-B; 3-C; 4-D... 13-M. Se medira el
tiempo que tarda en completar las conexiones.

e Test de puntos seriados (SD): Examina la coordinacién visuoespacial (Figura
4.D).Consiste en una lamina compuesta por 10 filas de 10 circulos cada una. El
sujeto deberad realizar puntos en el centro de los circulos de toda la ldamina. Se

medird el tiempo que tarda en realizarlo completamente.
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e Test de la linea quebrada (LTT): Examina la coordinacion visuoespacial (Figura
4.E).El paciente deberd dibujar una linea siguiendo el recorrido establecido en
una ldmina. No podrd levantar el l1apiz ni salirse de la linea. Se mide el tiempo y

se penaliza si ha levantado el [dpiz o si se ha salido del recorrido.

o

Figura 4: Bateria pruebas PHES. (A-E). (A): Test de digitos y
simbolos (DST). (B): Test de conexion numérica A (NCT-A).
(C):Test de conexion numérica B (NCT-B). (D): Test de puntos
seriados (SD). (E): Test de la linea quebrada (LTT).

Otras pruebas psicométricas

Se realizaron otras pruebas psicométricas y motoras, que evallan alteraciones

cognitivas especificas:

e Stroop (tareas congruente, neutra e incongruente): Evalia la atencién selectiva
y sostenida y flexibilidad cognitiva;

e Frecuencia critica de parpadeo (FCP): Evaluacion de la atencién sostenida y
deterioro cognitivo;

e d2: Evalua la atencidn selectiva y sostenida, asi como la concentracién mental;

e Pruebas de coordinacidn bimanual y visomotora: Evalla la coordinacién
motora y visomotora;

e Prueba oral de claves: Evalla velocidad de procesamiento mental;

e Prueba oral de digitos: Evaluacion de la memoria inmediata y de trabajo;

e Secuenciacién de letras y numeros: Evalia la memoria de trabajo con mayor

profundidad que el intervalo de digitos.
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Estas pruebas se realizaron como se describe en Giménez-Garzd et al. el mismo dia que
el PHES (Giménez-Garzd et al., 2017). Los pasos para la realizacion de estas pruebas se

muestran con mas detalle en el Anexo |.

3. Pruebas bioquimicas

Obtencién de muestras

El mismo dia que se citd a los pacientes para realizar las pruebas neuropsicolégicas se
obtuvieron muestras de sangre en tubos BD Vacutainer con agar. Posteriormente los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtener suero.
Finalmente, se procedio a la recogida de 10 alicuotas de 110uL y lo sobrante se almacend en
alicuotas de 500 puL para poder ser usado en varios estudios. Las muestras de suero se

almacenaron a -802C.

Determinacion de amonio en sangre
La concentracién de amonio en sangre se midid mediante el equipo de lectura de
amonio (PocketChem BA) y un kit (Ammonia Test Kit Il). La medida del amonio se basa en la

micro- difusion. El kit presenta unas tiras en las que se aplican 20 plL de sangre.

La capa receptora de la tira presenta un agente amortiguador de pH que, al ponerse en
contacto con la tira, se disuelve haciendo alcalina la muestra. Los iones amonio (NH4*) pasaran
a amonio gas (NHs). Este gas tiene la capacidad de atravesar los poros de la membrana
distanciadora hasta llegar a la capa indicadora (verde de bromocresol), produciendo color. El
nivel de coloracidn serd proporcional a la concentracién de amonio gas producido, es decir, se

determinara cuantitativamente la cantidad de amonio en la muestra a través el color en la tira.

Una vez se aplican los 20 plL de sangre recién extraida en una tira, se deja reaccionar
durante 180 segundos, tras los cuales se elimina la membrana distanciadora de la tira. Se
colocara posteriormente la tira en la unidad dptica del dispositivo con la muestra situada hacia
abajo. Los resultados obtenidos son del orden de umol/L. Los niveles esperados en adultos

sanos son menores de 54 umol/L.

Determinacion de interleuquina 6 en suero
La cuantificacion de la interleuquina 6 (IL-6) se llevé a cabo mediante un ensayo ELISA
(R&D SYSTEMS, Quantikine HS ELISA). El kit presenta un limite de deteccidon de 0.007-0.090

pg/mL. Para la realizacion del test se usan 100uL de suero.

El kit cuenta con placas de 96 pocillos, los cuales han sido pre-cubiertas con un

anticuerpo monoclonal especifico para la IL-6. El primer paso consiste en la adicion de 100 plL
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del tampdn de diluciéon a cada pocillo. Tras esto se adiciond en una de las filas la curva
estandar (proporcionado por el kit) haciendo las diluciones recomendadas (concentraciones
finales: (0.156; 0.313; 0.625; 1.25; 2.5; 5-10 pg/mL) y en las demas filas 100 pL de las muestras
de suero de controles y pacientes. A continuacidn, se incuba 2 horas a temperatura ambiente.
Tras esta incubacién se realizan 4 lavados con 400 ulL del tampén de lavado proporcionado por
el kit. Se afiade 200 pL del anticuerpo de deteccién biotinilado de IL-6 HS humana a cada
pocillo y se deja incubando otra hora. Posteriormente se realizan 4 lavados con el tampén de
lavado. Se afiade 200 uL de la solucién de streptavidina, la cual va marcada con peroxidasa de
rabano (HPR) y se incuba de nuevo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se vuelven a
realizar 4 lavados y se afiaden 200uL de la solucidon de sustrato proporcionada en el kit,
dejando 30 minutos de incubacién y evitando su exposiciéon a la luz. Tras estos pasos, se
afaden 50 pL de la solucién llamada “Stop solution” que hara que el color de los pocillos varie

de azul a amarillo y se mide la absorbancia a 450 nm.

Los resultados se obtienen interpolando la absorbancia obtenida en las muestras en la
curva patron de los estandares que nos indica la concentracién de interleuquina presente

(pg/mL), en funcidn de la absorbancia leida.

4. Potenciales evocados visuales
El registro de los potenciales evocados visuales se realizé con un equipo Nihon Kohden,
modelo MEB-9200K. Se colocaron electrodos de superficie de tipo cazoleta con pasta
conductora, con registro en darea occipital y referencia frontal (electrodos Oz y Fz
respectivamente, segun sistema de referencia internacional 10:20). Las impedancias siempre
fueron menores a S5kohms. Los PEV se registraron con una inversion del patrén de tablero de
ajedrez en blanco y negro de campo completo (Figura 5). El patron se modulé a dos

inversiones por segundo y se utilizé visualizacién monocular.

Figura 5: Tablero de ajedrez en blanco y negro
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Se midieron los valores de latencia de la onda P100 y amplitud N75-P100 de ambos

ojos por separado y se procedié a su andlisis en los diferentes grupos de estudio.

La respuesta a este estimulo se caracteriza por un componente negativo inicial que
alcanza un maximo de alrededor de 75 ms después de la inversion (N75) seguido de un
componente positivo en alrededor de 100 ms (P100) y una segunda negatividad en alrededor

de 145 ms (Figura 6) (Di Russo et al., 2005).

P100
Pl

i N2
- N1 N140
- N70

200 ms

Figura 6: Resultado de VEP (Creel, 2019)

5. Analisis estadisticos

Se estimaron si las variables seguian una distribucion normal mediante un analisis de
D’Agostino & Pearson. Las diferencias entre los tres grupos (control, NEHM y EHM) se
analizaron con un analisis ANOVA de una via seguidos de un analisis de comparacion multiple
Tukey para las comparaciones entre grupos (control vs. NEHM; control vs. EHM; NEHM vs.
EHM. En el caso de que no se siguiese una distribucion normal los datos se analizaron
mediante analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de un analisis Dunn para las
comparaciones entre los grupos. El estudio de los valores cualitativos se hizo mediante tablas
de contingencia y su posterior andlisis por X2. Estas pruebas se realizaron con el programa

GraphPad PRISM Version 8.
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Dado que las puntuaciones de las pruebas de coordinacion (bimanual y visomotora),
test oral de digitos y de claves, asi como el test de letras y nimeros se correlacionaban con la
edad, la comparacidn entre grupos de estos test se realizé mediante un andlisis de covarianza
(ANCOVA) en el que se incluyd la edad como covariable, seguido de un test Bonferroni entre
grupos. Se realizaron correlaciones de Pearson para ver las relaciones entre las variables de las
distintas pruebas psicométricas, los PEV y las variables bioquimicas. Estos andlisis se realizaron
utilizando el software SPSS, version 20 (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. UU.) Se consideraron

significativos los valores de p<0.05.
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RESULTADOS

1. Evaluacion neuropsicoldgica.
Los pacientes fueron clasificados segln la prueba PHES en pacientes con EHM o sin

EHM (Tabla 3).

Se realizaron otras pruebas para evaluar alteraciones neuroldgicas especificas, como la
atencién sostenida y selectiva, concentracion y procesamiento mental, la memoria inmediata o

la flexibilidad cognitiva. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Resultados pruebas neuropsicoldgicas.

Pacientes ANOVA

Pacientes Pacientes
Controles NEHM EHM EHM global
p vs. Control p vs. Control Pvs. Valores
NEHM p
PHES 0+0.2 -0.72+0.2 7.83+0.72***  <0.0001 <0.0001
Stroopt

Congruente (P) 49+2.1 43+1.7 352%*** 0.005 <0.0001
Neutra (C) 49+1.9 42.39+1.3* 33+1.6%** <0.0001 <0.0001
Incongruente (PC) 51+2 42+1.5%* 34+1.8%** 0.015 <0.0001

Interferencia (INT) 52+1.4 47+1.2 47+1.6 0.941 0.102

Frecuencia critica al 48+1.7 45+1 4241 4** 0.244 0.011

parpadeo (FCP)
Coordinaciéon bimanual 2.240.1 2.310.1 3.8+0.5%** <0.0001 <0.0001
Coordinacion visomotora 2.840.1 2.840.1 3.9+0.2%** <0.0001 <0.0001
d2
Valores TR 37819 323+11* 263+16*** 0.009 <0.0001
Valores TA 14347 118+5%* 94+8%** 0.033 0.0003
Valores TOT 36716 295+12** 236+17*** 0.012 <0.0001
Valores CON 14617 115+6* 84+10*** 0.014 <0.0001
Prueba oral de claves 4442 39+1.4%* 2442 5*** <0.0001 <0.0001
(valores aciertos)

Prueba oral de digitos 14+0.7 12+0.5** 11+0.6*** 0.869 <0.0001

(valores totales)
Prueba de secuenciacién 8.810.6 7+0.5%* 4.5+0.7*** 0.031 <0.0001
de nimeros y letras

Los valores son expresados como la media + SEM. Las diferencias entre los grupos se analizaron
mediante ANOVA de una via y analisis de comparacion multiple Tukey. Para las pruebas de coordinacion
y las pruebas orales de claves y de digitos, asi como la secuenciacidon de numeros vy letras, se realizdé un
anadlisis univariante de covarianza (ANCOVA), con la edad incluida como covariable, seguido de un
analisis Bonferroni. Las puntuaciones usadas en el Stroop fueron los percentiles. Las diferencias
significativas en comparacion con los controles se indican mediante asteriscos: * p<0.05; ** p<0.01; ***
p<0.001. EHM y NEHM: pacientes con y sin encefalopatia hepatica minima, respectivamente; PHES:
Puntuacidn psicométrica de encefalopatia hepatica. TStroop: Valores de puntuacién transformados.

En la prueba d2 y en algunas de las puntuaciones del Stroop (neutra e incongruente),

se vio la existencia de diferencias significativas en la comparacién de los tres grupos: control
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vs. NEHM; control vs. EHM; NEHM vs. EHM. Sin embargo, se ve como estas diferencias son
mucho mds grandes entre el grupo EHM vy los controles. Estas pruebas evaldan la atencidn

selectiva y sostenida.

También se vio este resultado en la prueba oral de digitos que evallia la memoria
inmediata y de trabajo. No se vio diferencias significativas entre los pacientes NEHM y los

EHM.

Por otro lado, las pruebas como el PHES y la prueba oral de claves no muestran
diferencias significativas entre los controles y los pacientes NEHM, pero si que la muestran
entre controles y pacientes EHM. También se vieron diferencias significativas entre pacientes

EHM y NEHM. La prueba oral de claves evalia la memoria inmediata y de trabajo.

2. Evaluacion de los Potenciales evocados visuales.
Con esta prueba se midio la latencia, morfologia y amplitud de la onda P100 en los tres
grupos (pacientes, NEHM y EHM) y para ambos ojos. Los resultados obtenidos se muestran en

la tabla 4.

Tabla 4: Comparacion latencia y amplitud de la onda P100 entre los diferentes grupos.

Pacientes Pacientes Pacientes ANOVA
Controles NEHM EHM EHM global
pvs.Control pvs.Control Pvs.NEHM Valoresp
Latencia ojo 110+1.4 115+1.3* 115+2* 0.993 0.042
derecho
Latencia ojo 110.2+1.4 115+1.3* 116+1.7* 0.899 0.041
izquierdo
Amplitud ojo 9+0.9 6.910.4* 6.810.7 0.992 0.044
derecho (p=0.07)
Amplitud ojo 8.840.9 7+0.5 6.5+0.7 0.764 0.086
izquierdo (p=0.08)

Los valores son expresados como la media + SEM. Los resultados se analizaron mediante analisis ANOVA
de una via y analisis de comparacién multiple Tukey. Para el analisis de la morfologia, al ser caracteres
cualitativos, se realizéd un andlisis de contingencia de Chi-cuadrado. Las diferencias significativas en
comparacion con los controles se indican mediante asteriscos: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. EHM y
NEHM: pacientes con y sin encefalopatia hepdtica minima, respectivamente.

Los resultados de las latencias muestran diferencias significativas entre los grupos
control y NEHM por un lado vy, por otro lado, también entre los grupos control y EHM (Tabla 4
y Figura 7A). Estas diferencias se vieron en ambos ojos. Las diferencias en las latencias en los
dos ojos entre los grupos NEHM y EHM no fueron significativas en ninguno de los casos. En la

representacion grafica (Figura 7A) de los datos se puede ver como los pacientes cirrdticos, ya
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sean con o sin EHM, presentan una latencia mayor de la onda P100, con respecto a los

controles.

En cuanto a la amplitud, dUnicamente se vieron diferencias significativas entre los
pacientes NEHM vy el grupo control en el ojo derecho (Tabla 4 y Figura 7B). Sin embargo, al
comparar los valores de amplitud de P100 del grupo NEHM vs. control en el ojo izquierdo, los
valores tendian a ser significativos, con valores p muy aproximados a 0.05 (valor p = 0.07). Este
resultado también se vio en la comparacion entre el grupo control vs. EHM en el ojo derecho,
aunque con un valor p un poco mds alejado de 0.05 (valor P = 0.08). En el caso del ojo
izquierdo no habia diferencias significativas entre el grupo control vs. EHM. Cuando se
compararon las amplitudes de la onda P100 de los grupos NEHM y EHM en ambos ojos no se
encontraron diferencias significativas. Se puede ver en la Figura 7B que, a pesar de que el
analisis estadistico no haya mostrado diferencias significativas, que la tendencia es que los
pacientes cirréticos, independientemente de si presentan o no EHM, tienden a presentar una

amplitud mas baja (Figura 7B).

B
LATENCIA P100 AMPLITUD P100
1505 154
z |&P A s
L 3 *
= 504 E 5-
- =T
0% 1 055 |
& q‘@ & S S S8
SEE FF SEE fF&E
Derecho lzquierdo Derecho Izquierdo
PACIENTES PACIENTES

Figura 7: Latencias y amplitudes de la onda P100 entre pacientes con o sin EHM y controles. (A):
Latencia de la onda P100 en el ojo derecho e izquierdo, medida en milisegundos (ms). (B): Amplitud
de la onda P100 en el ojo derecho e izquierdo, medida en microvoltios (uV). Los resultados son
expresados como la media + SEM. Las diferencias significativas en comparacion con los controles se
indican mediante asteriscos: * p <0.05. EHM y NEHM: pacientes con y sin encefalopatia hepdtica
minima, respectivamente.
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Con respecto a la morfologia de la onda P100, se dividid segun si presentaba una
morfologia normal o anormal. Los resultados se incluyen en la siguiente tabla (Tabla 5 y Figura
8). En todos los controles y pacientes las morfologias de las ondas P100 fueron igual para los
dos ojos, por lo que no se hace distincidon entre cada uno. El analisis que se hizo en este

estudio fue un andlisis de Chi-cuadrado (X?) debido a la naturaleza cualitativa de esta variable.

Tabla 5: Comparacion morfologia de la onda P100 entre los diferentes grupos.

. Pacientes . X?global
Morfologia Controles NEHM Pacientes EHM Valires p
Normal 19 33 16
Anormal 0 6 4
Anormal bilobulada 0 4 0
Anormal ancha 0 2 4
Normal/Anormal?® ns ns 0.139
Normal/Bilobulada/Ancha® ns 0.039* 0.0366

Valores expresados como numero de individuos. Las diferencias entre los grupos se obtuvieron
realizando un anélisis de Chi-cuadrado (X?) entre los grupos controles y pacientes con o sin EHM. Se
dividieron las morfologias en dos grupos, normal y anormal. La anormal fue la suma de las morfologias
bilobulada y ancha. Las diferencias significativas en comparacién con los controles se indican mediante
asteriscos: * p<0.05. EHM y NEHM: pacientes con y sin encefalopatia hepatica minima, respectivamente.
acomparacion de los tres grupos entre morfologia normal y anormal.

bcomparacién de los tres grupos entre morfologia normal y desglosando morfologia anormal en
bilobulada y ancha.

MORFOLOGIA P100

*
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Figura 8: Representacion grdfica de la distribucion de las diferentes
morfologias de la onda P100 de los PEV en los tres grupos de estudio.
Las diferencias significativas en la morfologia se indica con
asteriscos: *p<0.05.las diferencias significativas con respecto al
control se indican con a p<0.05. n, normal; NEHM, EHM, pacientes sin
o con encefalopatia hepdtica minima, respectivamente.
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La comparacion entre morfologia normal y anormal de los tres grupos no llegé a dar
significativa (Tabla 5). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas entre los tres
grupos (p=0.0366) cuando los valores anormales de la morfologia se desglosaban en
bilobulada y ancha (Tabla 5, Figura 8). Ademds, el grupo de pacientes con EHM presentaban un
patrdn de distribucion de la morfologia de la onda P100 significativamente diferente del de los

controles (p=0.039) (Tabla 5, Figura 8).
Correlaciones entre las pruebas neuropsicolégicas y los PEV.

Se estudid las correlaciones entre las diferentes pruebas neuropsicoldgicas y los

potenciales evocados visuales, cuyos resultados se muestran en la siguiente tabla (Tabla 6).
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Tabla 6: Correlaciones pardmetros PEV con las pruebas neuropsicométricas

Para , . . Nu
arametros PHES Stroop FCP Coordinacién d2 Claves Digitos umerosy
PEV letras
P C PC INT Bimanual Visomotora TOT CON
Ojo -0.001 -0.092 -0.177 -0.127 -0.037 0.003 -0.053 -0.078 -0.104 -0.146 0.026 0.029 0.038
Latencia derecho (0.992) (0.438) (0.131) (0-290) (0.757) (0.982) (0.655) (0.515) (0.403) (0.247) (0.832) (0.811) (0.761)
(ms) Ojo 0.012 -0.093 -0.184 -0.084 0.040 0.074 -0.089 -0.055 -0.090 -0.109 -0.063 -0.004 0.014
izquierdo (0.919) (0.436) (0.123) (0.493) (0.743) (0.565) (0.461) (0.650) (0.475) (0.397) (0.609) (0.977) (0.912)
Ojo 0.074 0.153 0.111 0.167 0.089 -0.129 -0.079 -0.092 0.136 0.194 0.128 0.111 0.155
Amplitud derecho (0.523) (0.194) (0.346) (0.164) (0.457) (0.305) (0.506) (0.442) (0.274) (0.122) (0.286) (0.366) (0.213)
(nv) Ojo 0.047 0.137 0.084 0.118 0.060 -0.085 -0.71 -0.083 0.084 0.159 0.126 0.044 0.069
izquierdo (0.686) (0.249) (0.482) (0.336) (0.624) (0.507) (0.554) (0.497) (0.504) (0.213) (0.301) (0.721) (0.586)

Se muestran los valores r del andlisis de correlacién de Pearson y los valores p entre paréntesis. Los valores para la prueba de Stroop son los datos en bruto
para las tareas congruente (P), Neutra (C), incongruente (PC) e interferencia (INT). Para la prueba d2 se hicieron correlaciones con los percentiles: Valor total
menos los errores (TOT); puntuacién de concentracidon (CON). La existencia de una correlacién significativa se indica mediante asteriscos: * p<0.05. PEV:
Potencial evocado visual; ms: milisegundos; uV: microvoltios; FCP: Frecuencia critica de parpadeo; PHES: Puntuacién psicométrica de encefalopatia hepatica
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No se vieron diferencias significativas entre las correlaciones de ninguno de los test y

los parametros de latencia y amplitud de la onda P100 de ambos ojos.

3. Analisis parametros bioquimicos
Se midieron los niveles de amonio e IL-6 y se compard si existian diferencias

significativas entre los diferentes grupos. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7: Estudio pardmetros bioquimicos

Pacientes Pacientes Pacientes ANOVA
Controles NEHM EHM EHM global
pvs.Control pvs.Control Pvs.NEHM  Valores p
IL-6 (pg/ml) 0.9+0.1 2+0.2%*** 3.140.3*** 0.006 <0.0001
Amonio (umol) 11+0.8 29.1+5.1* 39.7+£7.1** 0.181 0.0049

Los valores son expresados como la media + SEM. Las diferencias entre los grupos se obtuvieron
realizando un analisis Kruskal-Wallis junto con un analisis de comparaciéon multiple Dunn. Las diferencias
significativas en comparacion con los controles se indican mediante asteriscos: * p<0.05; ** p<0.01; ***
p<0.001. EHM y NEHM: pacientes con y sin encefalopatia hepatica minima, respectivamente.

En la IL-6 se veia una gran diferencia significativa entre todos los grupos, presentando
siempre valores p por debajo de 0.01. También se vieron diferencias significativas entre
pacientes EHM y controles, y entre pacientes EHM y NEHM. Con respecto al amonio, presenté
diferencias significativas entre los grupos NEHM vs. control y EHM vs. control Unicamente, y de
manera no tan significativa como en el caso de la IL-6. Los niveles de amonio en sangre entre

pacientes NEHM y EHM no eran significativamente diferentes (Tabla 7).

4. Estudio de la relacidn entre los pardmetros bioquimicos y los PEV
Se estudid la correlacién entre los parametros bioquimicos y los pardmetros de los

potenciales evocados visuales y se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Correlacion pardmetros PEV y bioquimicos

Parametros PEV IL-6 Amonio
Latencia Ojo derecho 0.268 0.192
(0.019)* (0.101)
Ojo izquierdo 0.0169 0.277
(0.149) (0.019)*
Amplitud Ojo derecho -0.264 -0.175
(0.021)* (0.136)
Ojo izquierdo -0.238 -0.148
(0.041)* (0.214)

Se muestran los valores r del andlisis de correlacion de Pearson y entre paréntesis el valor p. Las
diferencias significativas en comparacién con los controles se indican mediante asteriscos: * p<0.05.
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Se encontraron correlaciones significativas entre la latencia del ojo derecho y los
niveles de la interleuquina proinflamatoria IL-6 en suero. También entre la latencia del ojo
izquierdo y el amonio. Finalmente, amplitud de los PEV en ambos ojos se correlacionaba

significativamente con los niveles de la IL-6 (Tabla 8).

5. Estudio de la relacion entre los parametros bioquimicos
Se estudié la relacidon entre los niveles de amonio y de la interleuquina pro-
inflamatoria IL-6. Los niveles de amonio en sangre se correlacionaban significativamente con

los niveles de IL6 en suero (r=0.281; p=0.013).
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DISCUSION

El principal hallazgo de este trabajo consiste en que los pacientes cirrdticos sin y con
EHM presentan un retraso significativo en la latencia de los potenciales evocados visuales y
una tendencia a la diminuciéon en la amplitud, con respecto a los controles sanos. Estas
alteraciones en los PEV se correlacionan con los niveles de amonio y de inflamacién (medida
mediante los niveles de IL 6 en suero). Sin embargo, la medida de PEV no llega a discriminar
entre pacientes sin y con EHM, por lo que no se podria utilizar como test de diagndstico para la

EHM.

Como se ha mencionado anteriormente, un retraso en la latencia se encuentra
relacionado con una alteracién en el tiempo de transmisidon de las neuronas, mientras que la
amplitud representa el nimero de neuronas activadas (Amodio & Gatta, 2005). La diferencia
entre los pacientes cirréticos y controles en la latencia de la onda P100 podria indicarnos por
lo tanto que los pacientes cirrdticos presentan una alteracién en la conexién entre las
neuronas. Por el contrario, se podria deducir que el nimero de neuronas que se activan no se
ve alterado, pues la amplitud no presenta apenas diferencias significativas, Unicamente entre
pacientes sin EHM y controles en ojo derecho. Estos resultados estan en linea con estudios
anteriores (Kigler et al, 1994) en los que mostraron latencias prolongadas en pacientes
cirrdticos, pero no encontraron diferencias entre pacientes sin y con EHM. Estos autores
midieron también los potenciales evocados visuales P300, y llegaron a la conclusién de que en
la etapa subclinica de la EH la atencidn visual permanece relativamente intacta, con ligeras

alteraciones en la dinamica de la atencidn visual.

Por otro lado, se muestran también diferencias significativas entre controles y
pacientes cirréticos en la morfologia de la onda P100. Segun estudios como el de Marra et al
(1990), una morfologia anormal podria compararse con un retraso en la latencia en pacientes
con EH, siendo esta una caracteristica de pacientes cirréticos que presentan EH (Marra et al,

1990).

Con respecto a la correlacion del PEV con el PHES, no se encontré ninguna correlacién
significativa entre los parametros del PEV y la puntuacién del PHES. Este resultado era de
esperar, dado que no hay diferencias significativas entre pacientes sin y con EHM en ninguno

de los parametros del PEV.

Tampoco se encontraron correlaciones significativas de los pardmetros del PEV con
ninguna de las otras pruebas usadas para la caracterizacion del deterioro cognitivo en

pacientes cirrdticos. Estos test se basan principalmente en evaluar la atencién (Stroop, FCP,
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d2), la coordinacién (coordinacidon bimanual y visomotora) y la memoria y el procesamiento
mental (prueba oral de digitos, claves y secuenciacion de letras y niumeros). El que los PEV no
correlacionen con ellos podrian indicar que las alteraciones en los PEV no se deben a que el

paciente presente alteradas estas caracteristicas.

Los pacientes con EHM sufren algunas alteraciones neurolégicas (e.g. deficits de atencién y
alteraciones de la coordinacién bimanual y visuo-motora) antes de que la EHM se pueda
detectar con la bateria de test psicométricos PHES (Giménez-Garzé et al 2017). Estos autores
analizaron distintas funciones neuroldgicas en sujetos control, pacientes cirréticos sin EHM y
pacientes cirréticos con EHM. La presencia o no de EHM se evalué de acuerdo con los
resultados de los test psicométricos de la bateria PHES. Comprobaron que pacientes cirrdticos
gue son capaces de realizar correctamente los test de la bateria PHES, y por tanto se clasifican
como sin EHM, sin embargo, presentan déficits en la realizacion de test de atencion vy
coordinaciéon bimanual y visuo-motora (Felipo et al. 2012a; Giménez-Garzo et al 2017). Los
resultados de este estudio concuerdan con estos resultados, pues los pacientes sin EHM
presentan valores significativamente alterados con respecto a controles en los test que
evaluan la atencién (Stroop y d2), velocidad de procesamiento mental (Prueba oral de claves) y

memoria de trabajo (pruebas orales de Digitos y secuenciacion de nimeros y letras).

En este estudio encontramos que los pacientes sin EHM presentan alteraciones en la
latencia y la amplitud de la onda P100 con respecto a los controles. Esto podria significar que
los PEV podrian servir para la deteccidn de alteraciones en el sistema nervioso central antes de

que se llegue a producir un deterioro cognitivo.

En el estudio de la inflamacién periférica, se vieron diferencias significativas en los
niveles de amonio y de IL-6 entre controles y pacientes cirrdticos, tal y como se esperaba
segun estudios anteriores (Montoliu et al 2009). Ademas, en este trabajo encontramos
también diferencias significativas en el caso de la IL-6 entre los grupos EHM y NEHM, lo que
indica que los niveles de los niveles de esta interleuquina podrian ser usados como
herramienta para distinguir entre pacientes NEHM y EHM. En el amonio se vieron diferencias
significativas entre los controles y pacientes cirréticos. Esto concuerda con varios estudios
donde se hace referencia a la necesidad de presentar tanto una inflamacion periférica como
unos niveles elevados de amonio para llegar a desarrollar un deterioro neuroldgico (Felipo, et
al.,, 2012a; Montoliu et al.,, 2009; Shawcross et al., 2004). La correlacidén positiva existente

entre la IL-6 y el amonio (Tabla 9) apoya también la idea de que son dos parametros
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intimamente relacionados, actuando de forma sinérgica en la induccién de la EHM en

pacientes cirréticos.

También se estudio la existencia de correlaciones entre los PEV y los niveles de IL-6 y
amonio en sangre. Se encontraron correlaciones entre la latencia del ojo derecho y la IL-6,
entre la latencia del ojo izquierdo y el amonio y entre la amplitud del ojo derecho e izquierdo y
la IL-6 (Tabla 8). Esto podria indicar que las alteraciones producidas en los parametros del PEV
estan relacionadas con un estado inflamatorio, tal y como mostré Castoldi et al (2020) en sus
estudios. Este autor demostré que las alteraciones en la latencia, mas concretamente,
aumentos en ella, estdn relacionados con una inflamacién del nervio dptico (Castoldi et al.,

2020).
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CONCLUSION

Los pacientes cirréticos sin y con EHM presentan un retraso significativo en la latencia
de los potenciales evocados visuales y una tendencia a la diminucién en la amplitud, con
respecto a los controles sanos. Estas alteraciones en los PEV se correlacionan con los niveles de
amonio y de inflamacion (medida mediante los niveles de IL 6 en suero), que indicaria que el
deterioro del nervio dptico en pacientes cirréticos se debe a un estado inflamatorio. Este
estado inflamatorio provocaria alteraciones en los PEV que pueden ser detectadas antes que

las alteraciones cognitivas.

Sin embargo, la medida de PEV no llega a discriminar entre pacientes sin y con EHM,
por lo que no se podria utilizar como test de diagndstico para la EHM. Ademas, los parametros
de los PEV no se ven influenciados por la atencién, la coordinacién, la memoria y el

procesamiento mental.

La deteccién temprana de este estadio de la encefalopatia hepdtica es muy importante
para evitar que progrese a unos estadios mds avanzados. Es por esto por lo que el seguir
estudiando nuevos métodos de detectar la EHM es clave en el caso de la cirrosis, una
enfermedad donde se ha visto que una gran cantidad de pacientes acaban desarrollando

encefalopatia hepatica.
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ANEXOS

Anexo 1: Pruebas psicométricas y motoras para estudiar el deterioro neuropsicolégico
Stroop

Test de palabras y colores que evalla la atencidn selectiva y sostenida y la flexibilidad

cognitiva. Comprende tres pruebas:

e Tarea congruente (P): Se realiza mediante una lamina que presenta nombres
de colores escritos en negro (rojo, amarillo, azul y verde). La persona debera
leer el mayor nimero de palabras posible en 45 segundos (Figura 1A).

e Tarea neutra (C): En este caso a la persona se le presenta una lamina con
circulos de diferentes colores. El sujeto deberd decir el mayor numero de
colores de circulos en 45 segundos (Figura 1B).

e Tarea incongruente (PC): La lamina en este caso lleva las palabras de los cuatro
colores mencionados anteriormente, pero en este caso en vez de estar escritas
en negro estan escritas en un color distinto al que hace referencia el color
escrito. La persona deberd indicar el color en el que estan escritas las palabras

en 45 segundos (Figura 1C).

En las tres pruebas, si la persona termina la lamina antes de los 45 segundos debe de
volver a empezar. Las puntuaciones obtenidas en un principio (nUmero de palabras o colores
acertados) se corrigieron segun la edad. Los percentiles obtenidos fueron los usados en los

analisis comparativos y en las correlaciones.

.). C). |

Figura 1: Prueba Stroop (A-B). (A): Tarea congruente. (B): Tarea neutra. (C): Tarea
incongruente

El valor de interferencia se calcula comparandolos parametros congruente (P) y neutro
(C) con los valores de la interferencia (PC). Se calcula mediante la formula PC-PC’, siendo

PC’=(PxC)/(P+C). PC’ seria una estimacion de lo que el sujeto deberia haber obtenido en PC.



Frecuencia critica de parpadeo (FCP)
Evaluacién de la atencidn selectiva y sostenida. Es una prueba visual que se basa en el
registro de la frecuencia en la que la persona ve el parpadeo de una luz roja. Esta luz comienza
a parpadear en 60Hz y baja la frecuencia progresivamente. Los resultados obtenidos son los Hz

en los que el sujeto detecta el parpadeo de la luz (Figura 2).

Figura 2: Instrumentacion usada para la prueba de Frecuencia Critica de Parpadeo.

Prueba d2
Evalla la atencidn selectiva y sostenida, asi como la concentracién mental. Esta prueba
consiste en una lamina formada por 14 lineas (Figura 4) con 47 caracteres (658 elementos en
“"_n

total). Los caracteres pueden ser la letra “d” o “p” y, estas pueden ir acompafiadas de una o

dos rayas en la parte superior o inferior de cada letra.

En esta prueba la persona debera revisar de " '
izquierda a derecha los caracteres presentados en

cada una de las 14 lineas y deberd marcar todas las d d d

letras “d” que presenten dos rayas, ya sean las dos

abajo, arriba o una arriba y otra abajo. La persona Ffigurq 3. caracteres que han de ser
. , seleccionados.
tendrd 20 segundos para comprobar cada linea

(Figura 3).
Se obtienen de esta manera los siguientes parametros:

e Total de respuestas (TR): Seria la posicion de la ultima marca realizada, es
decir, la suma del total de caracteres estudiados. Es una media de la velocidad
de procesamiento y cantidad de trabajo realizado.

e Total de aciertos (TA): Es una medida de la precisidon del procesamiento.

e Errores por omision (O)
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e Errores por comision (C)

e Valor total menos los errores (TOT): TOT=TR-(0O+C)

e Puntuacidn de concentracién (CON): CON=TA-C

e indice de variacién o fluctuacién en el modo de trabajar del sujeto (TR+)-(TR-).
Siento TR+ el numero de respuestas de la fila en la que ha contestado mas y

TR- en la que ha contestado menos.
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Figura 4: Plantilla prueba d2.
Pruebas de coordinacién bimanual y visomotora

e Coordinacidn bimanual: Se le presentara al sujeto una placa con 4 filas y cada
una con 10 orificios. Cada orificio tendra introducido una barra pequena
(Figura 5.A). En esa misma placa habrd un poco hacia delante el mismo
numero de orificios. El sujeto deberd mover todas las barras con las dos manos
desde uno de los extremos de la placa hacia el otro. Empezara por la primera
fila desde los extremos hacia el centro. Este proceso se realizard dos veces en
cada sentido y se registrara el tiempo.

e Coordinacidn visomotora: Consta de un tablero en el que hay orificios en
forma cuadrada pero dispuestos en diferentes orientaciones espaciales. En el
lado derecho de los orificios el sujeto tendra bloques con la misma area que

los orificios (Figura 5.B). Se tendrdn que colocar los bloques dentro de los

3



orificios una a una y con la mano dominante. Se registrara el tiempo en el que

el sujeto realiza la tarea completa.

L4
&d

Figura 5: Pruebas de coordinacion. (A): Tablero coordinacion bimanual. (B): Tablero coordinacion visomotora.

Prueba oral de claves
Evalua velocidad de procesamiento mental. La prueba consiste en presentarle al sujeto
una plantilla en la que hay asignado una numeracién para cada clave (Figura 6). El paciente
tiene que asignar al mayor nimero de claves el nimero que le corresponde. Se registraran el
numero de aciertos, el nimero de errores y el nimero total de respuestas. Es similar a la

prueba “test de digitos y simbolos (DST)” del PHES pero, en este caso, al contrario.

CI=TH[r[A[> [+~
1123/ 4,5/,6|7 /8|9

Figura 6: Prueba oral de claves. Valores numéricos asignados a cada simbolo

Prueba oral de digitos

Evaluacién de la memoria inmediata y de trabajo. Se realiza de manera directa e

inversa:

e Directa: Se le diran al sujeto una serie de nimeros en un orden vy el sujeto
debera repetir los nUmeros en el mismo orden. La prueba se divide en varios
bloques que van aumentando la dificultad. Se le da una puntuacién segun los

blogues que consiguen repetir bien. Maximo son 16 puntos (Figura 7.A)



e Inversa: lgual que la anterior, pero en este caso el sujeto deberd decirlo en el

orden inverso al que se dice (Figura 7.B).

Figura 8: Prueba oral de digitos. (A): Orden directo. (B): Orden inverso.

Prueba oral de niimeros y letras
Evallua la memoria de trabajo con mayor profundidad que el intervalo de digitos.
Similar a la prueba anterior, pero con mayor dificultad. Se le dice al sujeto una serie de
numeros y letras desordenados y este debera ordenarlos. También se divide en bloques que
van aumentando la dificultad, aumentando el nimero de digitos en cada serie. Se les da la

puntuacion segun los bloques que realizan bien.

Figura 9: Prueba oral de numeros y letras.



