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Resumen

ANTECENDETES: la encefalopatia hepatica (EH) abarca un espectro de
anormalidades neuropsiquiatricas que se pueden observar en pacientes con
insuficiencia hepatica; los astrocitos son la célula principal encargada de la
regulacion de la homeostasis cerebral, éstos se activan posterior a un insulto
danino liberando S1008.

OBJETIVOS: evaluar la asociacion entre las concentraciones séricas de S100B en
pacientes con cirrosis hepatica y encefalopatia hepatica.

MATERIAL Y METODOS: es un estudio transversal, se incluyeron 61 sujetos (15
individuos sanos y 46 pacientes con cirrosis hepatica). La poblacién de estudio fue
dividida en 4 grupos: 1) pacientes sanos, 2) pacientes con cirrosis hepatica sin EH,
3) pacientes con cirrosis con encefalopatia hepatica minima, y 4) pacientes con
cirrosis y encefalopatia hepatica manifiesta.

RESULTADOS: los pacientes con EH (grupos 3 y 4) tuvieron edad mas avanzada
en comparacion con el grupo 2 (65 [59-71] and 66 [57-71] respectivamente vs.
53 [45-60], p=0.005); los sujetos sanos (grupo 1) tuvieron mas afnos de educacion
que los pacientes con cirrosis (14 [6-19] vs. 9 [1-21], p=0.021). S100B, CFF y
PHES fueron diferentes entre todos los grupos de estudio, especificamente en los
valores de S1008 entre los grupos 1y 2 (0.05 [0.04-0.07] vs 0.11 [0.06-0.14]; p <
0.001), y tambien entre los grupos 2 y 3 (0.11 [0.06-0.14] vs 0.16 [0.13-0.23]; p <
0.016); la mayor diferencia para S100 B se observo en el grupo 1 (0.05ng/ml
[0.04-0.07]) comparado con el resto de los pacientes con cirrosis (0.14ng/ml
[0.098-0.198], p<0.001). CFF mostro diferencias significativas entre los grupos 2 y

3 (40 [39-42] vs36 [33-39] p < 0.001). Hubo una correlacion estrecha entre las




concentraciones séricas de S100B y PHES en los pacientes con cirrosis hepatica
sin EH comparados con los pacientes con cirrosis sin EH minima (r: -0.413, p
0.019).

CONCLUSIONES: las concentraciones séricas de S100B son mayores en
pacientes con cirrosis en comparacion con los voluntarios sanos; estas
concentraciones se mantuvieron mas elevadas de acuerdo a la presencia de EH.
Los resultados sugieren que un biomarcador sérico como S1008 pudiera ayudar a

la identificacién y caracterizacion correcta de los estados iniciales de EH.



INTRODUCCION

La encefalopatia hepatica (EH) refleja un espectro de anormalidades
neuropsiquiatricas que se observan en pacientes con insuficiencia hepatica
excluyendo otras causas de alteraciones neurolégicas (1, 2). La encefalopatia
hepatica minima (EHM) es el primer estadio del espectro clinico de la EH e incluye
cambios sutiles en la funcibn cognoscitiva y motora, asi como patrones
electroencefalograficos. En contraste a los pacientes con EH sintomatica o
manifiesta, los pacientes con EHM pueden no tener sintomas clinicos reconocibles
de disfuncién cerebral y requieren ser diagnosticados con base a pruebas
neuropsicolégicas (3). La prevalencia de la EHM en cirréticos con buena funcién
hepatica (Child A) es del 15%, mientras que en aquellos con estadios avanzados
de cirrosis (Child B/C) puede alcanzar el 50%. (4). Hay varios mecanismos
involucrados en la fisiopatologia de la EH, sin emabrgo, la hiperamonemia juega
un papel central. El edema de las células gliales astrocitarias ocurre si la carga de
glutamina que se acumula progresivamente durante la detoxificacion del amonio
no se compensa por una disminucion de otros osmolitos como el mioinositol (7),
posteriormente se desarrola un edema cerebral de baj grado el cual se acompafia
de un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,
desencadenando multiples modificaciones en proteinas y ARN y por tanto,
alterando la funcioén cerebral (8). Las anormalidades asociadas en la homeostasis
de los neurotransmisores cerebrales y la barrera hematoencefalica ain no se han
caracterizado. Se han postulado diferentes moléculas como marcadores de dafio

al sistema nervioso central, algunas de ellas ligadas a dafio astrocitario, pero



hasta la fecha aun no contamos con un marcador serologico que pueda ayudar al

diagnostico de encefalopatia hepatica o encefalopatia hepatica minima.

S100B es una proteina de 10.4 kDa que se sintetiza principalmente en el cerebro
en las prolongaciones o pies perivasculares de los astrocitos, pertenece a la
superfamilai de las proteinas fijadoras de calcio de bajo peso molecular del tipo
EF-hand (9). Esta proteina se metaboliza principalmente en el rifién y es excretada
en la orina, su expresion en Is diferentes grupos étnicos parace ser constante, no
se han encontrado diferencias entre géneros, y no presenta variaciones
circadianas (10). Aunque S100B no es especifica del sistema nervioso central,
ésta se encuentra presente en el cerebro concentraciones mucho mas altas que
en otros tejidos (el 80 — 90% del total se encuentra en el cerebro), y por tanto, ésta
proteina pudiera utilizarse como un marcador de dafo cerebral temprano (9).

Los astrocitos son la clave en la homeostasis del SNC, son activados posterior al
adafo cerebral y en consecuencia liberan S100B (11). Algunos estudios han
demostrado que los niveles de S100B se encuentran elevados en pacientes con
insuficiencia hepatica aguda o crénica con EH, esto puede reflejar un estadio
temprano de cambios intracerebrales antes del desarrollo de edema cerebral
franco (12,13). Por otra parte, se ha propuesto que las concentraciones séricas de
S100B pudieran predecir el desarrollo de EHM (14). Sin emabargo, aun existe
evidencia clara que asocie los niveles de S100B a la presencia de EH.

El objetivo de este estudio fue evaluar la asociacion entre las concentraciones
séricas de S100B en pacientes con cirrosis hepatica y la presencia de

encefalopatia hepatica de bajo grado.



METODOS

Se trata de un estudio analitico, transversal. Se invitaron a participar a voluntarios
sanos y a pacientes con el diagnostico de cirrosis hepatica. Se confirmo la
presenic ade cirrosis mediante biopsia hepatica, o la presencia de alteraciones
tipicas en los estudios de laboratorio, ultrasonido, y/o datos de hipertension portal
en el estudio endoscopico. Los criterios de exclusion fueron: uso de medicamentos
psicoactivos, consumo de alcohol durante los 3 meses previos al inicio del estudio,
presencia de insuficiencia renal, presencia de neumopatia crénica o alteraciones
en SNC, insuficiencia cardiaca y desnutricion grave. En todos los pacientes se
realizé una historia clinica, exploracion fisica, asi como los test psychometric
hepatic encephalopathy score y critical flicker frequency (Hepatonorm Analyzer;
R&R Medi-Business Freiburg GMBH, Freiburg, Germany) (PHES y CFF por sus
siglas en inglés respectivamente). Los voluntarios sanos no presentaron ninguna
alteracion neurolégica al examen fisico.

La presencia de EH manifiesta fue diagnosticada clinicamente y clasficada acorde
a los criterios de West Haven. La presencia de EHM fue identificada en pacientes
sin datos de EH manifiesta, y con un score de PHES menor a — 4 desviaciones
estandar en comparacion con las resultados esperados a poblacion mexicana
(15). Utilizando dichos criterios diagnosticos se formaron 4 grupos: 1) individuos
sanos, 2) pacientes con cirrosis sin EH, 3) pacientes con cirrosis con EHM, y 4)
pacientes con cirrosis co EH manifiesta. Se tomaron muestras sanguineas de
todos los sujetos depués de un periodo de ayuno de 8 horas, se separo6 el plasma

y se almacemé a -70° para su analisis posterior. S100B fue medida mediante



ELISA (BioVendor, Candler, USA). Todas las pruebas fueron realizadas por

duplicado.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron expresados en medianas y rangos intercuartilares,
con excepcion de PHES en donde se utilizaron valores maximos y minimos. Se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para comparar las diferencias entre grupos para
cada una de las variables analizadas; la prueba de Mann-Whitney con ajuste de
Bonferroni (a/k..0.016) se utilizé6 para evaluar las diferencias entre pares de
grupos. La prueba de Spearman fue utilizada para as correlaciones bivariadas. Se
utilizadon curvas ROC para obtener un punto de corte para el valor de S1008. Se
toméd un valor de p < 0.05 como estadisticamene significativo. Se utiliz6 el paquete

estadistico SPSS version 21.0 (IBM, Armonk, NY).

RESULTADOS

Se incluyeron un total de 61 sujetos (45 cirroticos y 16 individuos sanos). Las
caracteristicas demograficas y los afios de educacion para cada uno de los grupos
estan mostrados en la Tabla 1. Los pacientes con EH (grupos 3 y 4) tuvieron una
edad mayor comparados con los sijetos sanos (66 [68.5-71] y 54 [45-62],
respectivamente, p=0.001), mientras que los sujetos sanos (grupos 1) recibieron
mas afos de educacion en contraste a todos los pacientes con cirrosis (14 [9-16]
vs 8.5 [6-14.5], p=0.029).

Los resultados de la evaluacion psicométrica de EH se pueden observar en la

Tabla 2, y en la Figura 1 se muestra la distribucion de los valores séricos S1003



10

con respecto a cada grupo de estudio. Los valores de S100B fueron diferentes
entre todos los grupos, y las diferencias se mantuvieron significativas entre los
grupos 1y 2 (p < 0.001), y también entre los grupos 2y 3 (p = 0.016), pero no
entre los grupos 3 y 4. En los pacientes cirréticos con EH los valores de S100B
fueron mayores que en los pacientes sin EH (0.18 [0.14-0.28] vs 0.11 [0.06-0.14]

ng/ml, p<0.001).

En la poblacion total, S100B mostré tener una correlacion moderadamente fuerte
con CFF (rho=-0.516, p<0.001) y PHES (rho=-0.624, P<0.001). En el subgrupo de
pacientes con cirrosis, S1008 mostro correlaciones moderadas con PHES (rho=-
0.528, P<0.001), asi como con las escalas de Child-Pugh (rho=-0.515, p<0.001), y
MELD (rho=-0.440, p<0.001), pero no con CFF (rho=0.240, p=0.108).

Las curvas ROC mostraron que un valor de corte de S1008 >0.13ng/mL fue el
mejor para el diagnéstico de EHM y EH, con una sensibilidad del 83.3% y una

especificidad del 63.6%. El area bajo la curva fue de 0.801 (p <0.0001).

DISCUSION

La EH y la EHM se asocian a una disminucioén en la calidad de vida, a un pobre
desempefio laboral, y los pacientes tienen riesgo de manejar maquinaria y
vehiculos motores debido a accidentes (18, 19, 20, 21). Los pacientes con cirrosis
y EHM tienen mayor rieso de presentar episodios de EH manifiesta comparados
con aquellos pacientes con cirrosis sin EHM (incidencia de 56% para aquells co
EHM vs. 8% para aquellos sin EHM a un seguimiento de 3 afios (22). Por otr

parte, la EHM se asocia a una disminucié en la sobrevida, y por tanto debe ser
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considerada dentro del espectro de las complicaciones que definen una cirrosis
hepatica descompensada (23). Es desconocido si el tratamiento de la EHM puede
prevenir episodios de EH o mejorar la sobrevida, pero en teoria la identificacién
temprana de la EHM seguida de adecuado tratamiento deberia traducirse en una
mejor calidad de vida y tener un impacto favorable en el pronostico de éstos
pacientes. Los estudios psicométricos son de eleccion para el diagnostico de
EHM, y dado que el resultad final del PHES se ajusta a la edad y afios de estudio,
las diferencias de éstas dos variables no influyeron en los resultados de nuestra

poblacion de estudio.

S100B no es completamente especifica para el SNC, pero esta presente en el
cerebro en concentraciones mucho mayores que en otros tejidos (el 80 — 90% del
almacenamiento total se encuentra en el cerebro), por tal motivo esta proteina
puede utilizarse como marcador de dafio cerebral (9). Otros sitios donde se ha
identificado la sintesis de S100B son: tejido adiposo (24), tumores dermatolégicos
y melanoma (25, 26) y linfocitos T (27). S100B es secretada y activada por los
astrocitos, el mecanismo de secrecion es desconocido pero se ha reportado que
su expresion se estimula por la interleucina-1 y por el AMP ciclico. Los efectos
dependen del grado de concentracion, siendo neurotroficos a niveles bajos
(nanomolares) y neurotdxicos a niveles altos (micromolares) (9). Niveles
nanomolares de S1008 producen un efecto estimulador en los astrocitos,
produciendo proliferacion glial in vitro (28). S100B se acumula en el espacio
extracelular posterior a la muerte del astrocito o desintegracion celular secundaria

a dafio en el parénquima. En estas circunstancias, las concentraciones de S1008
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pueden encontrarse en el rango micromolar y volverse téxicas. Lo anterior ha
originado la hipdtesis de que la acumulacion extracelular de S100B en el dafio
cerebral en evolucién puede, en combinacién con otros factores, producir un
cambio en sus atributos neuronales de pretector a dafiino (9).

Encontramos diferencias significativas en las concentraciones séricas de S100B
entre voluntarios sanos y pacientes con cirrosis. Por otra parte, en pacientes con
cirrosis, los niveles de S100 aumentaron en la presencia de EHM y EH
manifeista. La correlacion entre S100 y PHES indica que a puntajes bajos de
PHES, los cuales indican un mayor grado de EH, existe una concentraciéon mayor
de S100B en suero. Lo anterior sugiere una permeabilidad aumentada de la
barrera hematoencefalica junto con el deterioro cognitivo progresivo de la EH, lo
que determinaria un “escape” de S100B hacia la circulacion pero también una
mayor exposicion cerebral al amonio, produciendo activacion y edema astrocitario.
Todos estos cambios (activacion astricitaria, edema astrocitario, y el aumento en
la permeabilidad de la barrera hematoencefalica) parecen estar presentes en los
pacientes con cirrosis, y mas aun, parecen ser mas notorios en la presencia de
EHM y EH. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que aun en la ausencia de
EH manifiesta y EHM, los pacientes con cirrosis se encuentran en un estado de
activacion y edema astrocitario y tienen mayor permeabilidad de la barrera
hematoencefalica. La adaptacion cerebral al daiio producido por el amonio durante
los estadios iniciales de la cirrosis y la hipertension portal pueden constituir una
condicion regulatoria que prevenga que desarrollo de EHM o EH manifiesta (29,
30, 31). Nuestro entendimiento acerca de los mecanismos celulares que producen

disfuncién astrocitaria y neurotoxicidad es limitada, y es poco claro si la disrupcion
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de la barrera hematoencefalica sea clave en la patogénesis de la EH, o una
consecuencia innevitable de la misma. Se necesitan mas estudios para
comprender de mejor manera el rol de S1008 en el origen y perpetuacién de la EH
en los pacientes con cirrosis.

Cuando comparamos los pacientes con cirrosis con EH y EHM encontramos que
S100B pudo diferenciar ambos grupos de pacientes con precision adecuada,
mostrado por un area bajo la curva de 0.801. Por otra parte, S100B correlacion6
con las pruebas neuropsicométricas y con las escalas de funciéon hepatica (MELD
y Child-Pugh), confirmando su posible rol en la evaluacion de EH. Nuestros
resultados sugieren que S100B puede ser util en el diagnoéstico de EH, ayudando a
precisar los distintos escenarios clinicos donde el diagnéstico de EH no es claro
debido a cambios sutiles en el comportamiento, presencia de grado educativo alto,

o cuando hay coexistencia de otras anormalidades psiquiatrica como la depresion.

CONCLUSIONES

Las concentraciones séricas de S100B son mayores en pacientes con cirrosis en
comparacion a voluntarios sanos. Las concentraciones se mantuvieron
progresivamente mas altas de acuerdo a la presencia de EHM o EH manifiesta.
Los resultados sugieren la presencia de disfunciéon astrocitaria, y probablemente
también una disrupcion de la barrera hematoencefalica que presentan los
pacientes con cirrosis que parece ser mas grave y progresiva en la presencia de
EH. S100B mostro diferencias entre los pacientes con cirrosis sin EH manifiesta y

con EHM, lo que sugiere su utilidad para identificar pacientes con EHM.
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Tablas y Figuras

TABLA 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion

Grupo 1 Group 2 Group 3 Group 4 Total
(Voluntarios (CH sin EH) (CH + EHM) (CH + EH)

Sanos)
N 15 22 10 14 61
Género (M/F) (8/7) (11/11) (6/4) (9/5) (34/27)
Edad 51.5 (46-64.5) 53 (45-60) 65.5 (59-71.5) 66 (57-71) 59 (50-66.7)
Afios de estudio 14 (6-19) 12 (6-16) 6 (4-9.7) 9 (6-16) 10 (6-16)
Etiologia principal (%) = HCV (34%) HCV (40%) HCV (66%) HCV (34.4%)
Escala MELD - 9.5 (8.5-11.5) 10 (7.7-15.2) 11.5 (10-17.5) 10 (9-14)
Child-Pugh (puntos) - 7 (6-8) 7.5 (6-9) 10 (8-12) 8 (7-9)
Sodio sérico - 136 (129-143) 135(126-139)  138(122-141) 136 (122-143)
Amonio - 179 (113.5-224) 217 (194-250) 134 (95-277) 196 (124.5-250)

(F= femenino; M= masculino; CH= cirrosis hepatica; EHM= Encefalopatia Hepatica Minima; EH= Encefalopatia Hepatica)
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TABLA 2. Evaluacion psicométrica

Grupo 1 (Sanos) Grupo 2 (CHsinEH)  Grupo 3 (CH + EHM)  GRupo 4 (CH + EH)
CFF* 45 (43-48) 40 (39-42) 36 (33-39) 36 (35-40)
PHES* 0(-5a1) -2 (-4a0) -9 (-13 a-5) -9.5 (-12 a-3)

(CFF: critical flicker frequency; PHES: psychometric hepatic encephalopathy score; CH: Cirrosis Hepatica;

EH: Encefalopatia Hepatica; EHM: Encefalopatia Hepatica Minima)
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Figura 1. Concentraciones séricas de S100f (ng/ml) entre grupos: 1) individuos sanos (0.05 [0.04-
0.07]), 2) Cirrosis sin EH (0.11 [0.06-0.14]), 3) Cirrosis con EHM (0.16 [0.13-0.23]), 4) Cirrosis con
EH manifiesta (0.18 [0.14-0.28]). Grupo 1 vs. grupo 2 p < 0.001; grupo 2 vs grupo 3 p < 0.016;
grupo 3 vs 4 p=0.508. Individuos sanos vs. Todos los grupos (0.14 [0.098-0.198]) p < 0.001.

EH: encefalopatia hepatica; EHM: encefalopatia hepatica minima.
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Figura 2. Correlacion de S100p y PHES entre los pacientes con cirrosis sin EHM y con EH

manifiesta (r: -0.413, p 0.019).
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