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RESUMEN

La encefalopatia hepatica (EH) es un trastorno neuropsiquiatrico complejo
secundario a la insuficiencia hepatica aguda o crénica. Aunque las causas exactas de la
EH no se han dilucidado se considera que un incremento en la inhibicidon neuronal por el
complejo receptor GABA-benzodiacepinas, producido por un incremento en las
concentraciones de ligandos enddgenos del receptor de las benzodiacepinas (LRBZD),
pudiera ser un mecanismo plausible. No obstante, investigaciones diversas que han
explorado esta hipétesis han arrojado hallazgos contradictorios.

Con el objetivo de evaluar la presencia y los niveles de LRBZD en el suero
de pacientes con EH y en el suero de pacientes de tres grupos control, efectuamos un
escrutinio analitico y transversal empleando la técnica de radiorrecepor. Los grupos
control estuvieron integrados por: pacientes con cirrosis hepatica sin encefalopatia (CH),
pacientes con encefalopatia urémica (EU) y un grupo de sujetos sanos.

Los resultados mostraron que los pacientes con EH tuvieron niveles séricos
de LRBZD significativamente mas altos que los pacientes con EU y que los controles
sanos. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo de
pacientes con EH y el grupo de pacientes con CH en quienes se detectd también
concentraciones séricas sinificativas de estos compuestos. Cuando los pacientes fueron
estratificados de acuerdo a la severidad de la EH, incluyendo al grupo de pacientes con
CH sin encefalopatia como el grupo de menor severidad, los niveles séricos de LRBZD
mostraron una correlacién modesta con el grado de severidad de la EH (r = 0.46). Por
otro lado, aproximadamente una tercera parte de los pacientes con EH no mostré niveles

séricos detectables de LRBZD.



Nuestros hallazgos sugieren que los LRBZD endogenos pudieran contribuir a la
patogénesis de la EH. Sin embargo, los sintomas neuropsiquiatricos de la EH dificilmente

pueden explicarse exclusivamente por la acumulacion de estos compuestos.



ABSTRACT

Hepatic Encephalopathy (HE) is a complex neuropsychiatric disorder secondary to
acute or chronic liver failure. Although the exact causes of HE have not been clarified,
enhanced neuronal inhibition at the GABA-benzodiazepine receptor complex mediated by
increased levels of endogenous benzodiazepine receptor ligands (BZDRL) has been
proposed. Research exploring this hypothesis have yielded contradictory findings.

We conducted a cross-sectional study, with the objective of evaluating by radio-
receptor assay, the presence and levels of BZDRL in plasma from patients with HE and
three control groups: patients with liver cirrhosis without encephalopathy (LC), patients
with uremic encephalopathy (UE), and a group of healthy subjects.

Results show that patients in the HE group had significantly higher plasma BZDRL
levels compared to patients with UE and compared to healthy subjects, but not compared
to patients with LC, in whom this compounds were also detected in significant
concentrations. When patients were stratified according with severity of HE, including
those patients with LC without encephalopathy as the lowest severity group, plasma levels
of BZDRL show a modest correlation with stage of severity (r = 0.46). Interestingly,
approximately one third of patients with HE did not show detectable levels of BZDRL.

Our findings suggest that endogenous BZDRL may play a role in the pathogenesis
of HE, although neuropsychiatric symptoms in HE are difficult to explain in terms of these

compounds alone.
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1. INTRODUCCION

La encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome caracterizado por el deterioro de la
funcién mental que ocurre como complicacion de la falla hepatica en pacientes con
enfermedad hepatocelular aguda, subaguda o cronica. No obstante que la patogénesis
precisa de este sindrome se desconoce, se considera un componente importante el
incremento de la inhibicién neuronal.

La EH se considera reversible y no asociada a alteraciones estructurales del SNC,
lo que excluye a los déficits neuropsiquiatricos relacionados con cambios morfologicos
como los observados en la degeneracion hepatocerebral. Aunque se desconoce si
episodios recurrentes de EH pueden condicionar lesion neuronal, en algunos enfermos,
particularmente aquellos que han fallecido con cirrosis y cortocircuitos portal-sistémicos,
se ha descrito un incremento reversible y especifico en el numero y volumen de los
astrocitos Alzheimer tipo II en la sustancia gris del cerebro, cerebelo, putamen y globus
pallidus’. Asi mismo se ha demostrado el efecto téxico del amoniaco sobre los astrocitos
en cultivo’. Sin embargo se desconoce cual es el significado de estos hallazgos.

El espectro de anormalidades neuropsiquiatricas de la EH es amplio. Desde
déficits cognoscitivos sutiles, detectables solo por pruebas neuropsicologicas o
electrofisiologicas, hasta el coma. Comunmente las primeras manifestaciones son
alteraciones conductuales en compaiiia de deterioro intelectual leve, lo que aparentemente
refleja un trastorno en el funcionamiento de las porciones anteriores del cerebro de manera
bilateral. Conforme el cuadro avanza se puede presentar alteraciones del suefio,
enlentecimiento ¢ agitacion psicomotriz, incremento importante del déficit cognoscitivo,

cuadros confusionales, letargia y coma. Suele estimarse el estado mental clinicamente en



base a la clasificacion® que se muestra en la tabla 1. En general se considera que la EH
puede presentarse en dos formas principales dependiendo de la rapidez con la que se
desarrolle el dafio hepético, su extension, la magnitud de los cortocircuitos portal-
sistémicos, asi como la presencia de factores precipitantes. Una de ellas es la
encefalopatia portal-sistémica considerada como la forma mas comin. Esta se acompaiia
del desarrollo de circulacion colateral debido al desarrollo de cirrosis hepatica (CH) e
hipertensioén portal-sistémica secundaria. Caracteristicamente el inicio de la encefalopatia
es insidioso y su desarrollo es lento. Episodios multiples de este tipo de encefalopatia no
son poco frecuentes. Otra de las formas principales en que la EH se presenta es la que se
asocia con la falla hepatica fulminante. Esta se caracteriza por ser un sindrome de inicio
rapido resultado de inflamacidn severa o necrosis del higado. En este caso el estado
mental del paciente progresa de alteraciones cognoscitivas leves al coma profundo en
cuestion de horas o dias. La muerte frecuentemente se sucede como consecuencia de
herniacion cerebral secundaria al edema cerebral masivo y el consecuente incremento en la
presion intracraneal. Un tercer tipo es la denominada encefalopatia portal-sistémica
minima, latente o subclinica, que generalmente ocurre en pacientes con cirrosis tanto de
origen alcohdlico como no alcohdlico, y que se acompafia de hipertension portal y
cortocircuitos portal-sistémicos. El examen neuropsiquiatrico es generalmente normal,
pero el uso de pruebas psicométricas o de los Potenciales Evocados Visuales (PEV)
frecuentemente revela deficiencias caracteristicas®.

La EH se presenta cuando la funcién hepatica se ve perturbada. Las causas de
dafic hepatico que pueden conducir a la EH incluyen principalmente: Abuso o

dependencia al alcohol, hepatitis virales, exposicion a productos quimicos o farmacos




hepatotdxicos, isquemia e hipoxia hepatocelular, trastornos metabolicos, oclusion de las
vias biliares, lesiones vasculares como la oclusion de la arteria hepatica, el sindrome de
Budd-Chiari y la enfermedad veno-oclusiva. Se reconocen como factores
desencadenantes el estrefiimiento, infecciones, carga oral de proteinas, alteraciones
hidroelectroliticas y del balance acido-base, diuréticos, cuadros diarréicos, voOmitos,
hipoglucemia, anemia, hipotension, sangrado del tubo digestivo, paracentesis abdominal,
hiperazoemia, asi como el empleo de hipndticos y sedantes, particularmente barbittricos y
benzodiacepinas.

1.1.- Marcadores Diagnosticos

Es importante sefialar que no existen datos diagndsticos especificos de la
encefalopatia hepatica que permitan hacer un diagnostico diferencial con otros estados
confusionales o encefalopatias. En este sentido, ninguna prueba de laboratorio o gabinete
ha demostrado su utilidad en la evaluacion de este trastorno, aunque se ha observado una
buena correlacion entre las concentraciones de glutamina y alfa-glutarato en el liquido
cefalorraquideo (LCR) con la etapa de la EH®. Sin embargo, la puncién lumbar raramente
esta indicada en estos pacientes. Las anormalidades en electroencefalograma no son
especificas y pueden presentarse en otras encefalopatias. Los cambios tipicos pueden
presentarse antes de la aparicién del cuadro clinico y persistir después de la remision del
sindrome. Sin embargo, suele haber una buena correlacion entre la etapa clinica de la
encefalopatia hepética y los cambios electroencefalograficos. Suele presentarse en las
etapas iniciales, enlentecimiento progresivo del trazo electroencefalografico.
Posteriormente, conforme el trastorno progresa, aparecen ondas fasicas paroxisticas

caracteristicas pero no especificas, asi como una disminucion progresiva en la amplitud del



trazo no acompafiada del retorno de frecuencias répidas, a lo que se considera de mal
prondstico, al igual que la presencia de periodos de supresién del EEG "*. Las
anormalidades en los potenciales evocados somatosensoriales (PES), particularmente en
los PEV, también guardan una estrecha correlacion con la etapa clinica del sindrome. Se
proponen como un indice cuantitativo de la gravedad de ta EH *°. En conejos con
encefalopatia inducida por la administracion de gama-vinil-GABA se ha observado un
incremento significativo en la amplitud de la primera onda positiva (P1)'°. Por otro lado,
cambios en los PES han sido empleados en el diagndstico de la EH en humanos. Al
parecer, los componente tardios de los PES son de utilidad en la determinacion del estado
de severidad de la EH, particularmente la latencia entre las ondas negativas N1 y N3''. Se
ha observado que este componente esta asociado con la etapa clinica de la EH. En las
etapas tardias los PES difieren no solo cualitativamente sino cuantitativamente,
especificamente, se ha descrito que las ondas P3 y N3 desaparecen durante la etapa 4 de la
EH. Algunos investigadores han sugerido que la prolongacién de la latencia del
componente N3 de los PES pueden discriminar entre la EH subclinica y clinica®. Asi
mismo se ha sugerido que la sensibilidad de los PES para el diagnéstico de la EH
subclinica es mayor que el de las pruebas neuropsicolégicas %, aunque la evidencia que

apoya esto Gltimo es contradictoria®.



2. HTIPOTESIS SOBRE LOS MECANISMOS FISIOPATOGENICOS DE LA EH

Inicialmente, se considerd que la falla hepatica condicionaba la aparicion de
encefalopatia, a traves de la disminucion de la sintesis de una sustancia necesaria para el
funcionamiento normal de! cerebro, pero de naturaleza distinta a la glucosa'. En la
actualidad se considera que la génesis de la encefalopatia hepéitica es multifactorial y
resulta de la incapacidad del higado para eliminar sustancias del plasma capaces de
modular la funcion del Sistema Nervioso Central. La evidencia que apoyé inicialmente
esta hipétesis, provino de las observaciones hechas durante experimentos de circulacion
cruzada en ratas con insuficiencia hepatica experimental, en los que se mostré que la
funcién cerebral, evaluada por el grado de anomalias electroencefalograficas, mejoraba si
la sangre arterial de los animales afectados se perfundia en la vena porta de ratas normales.
En contraste, el grado de mejoria de la funcion cerebral era menor si la perfusion se hacia
en la vena yugular”®. Por otro lado, el hecho de que el tratamiento estandar de la EH
tendiente a reducir la interaccion entre la flora bacteriana y sustancias nitrogenadas mejora
¢l cuadro de encefalopatia en pacientes cirrdticos, sugiri6 que la flora intestinal pudiera ser
el origen de estas substancias™*'.

El estudio de la utilizacion cerebral de oxigeno (CMRQ2) y de la glucosa
(CMRglycosa) durante episodios de EH ha mostrado una reduccion importante de la tasa
del metabolismo cerebral. De esta manera se ha observado que esta reduccion se da de
manera paralela a la aparicién y el progreso del deterioro cognoscitivo'’. Es asi, que se ha
sugerido que la reduccidn en la utilizacion de la glucosa por el cerebro durante episodios
de EH muy probablemente se debe al decremento en la demanda de energia, debido a su

vez, a la reduccion de la actividad neuronal. En este sentido, modelos experimentales de

|



la EH han demostrado que las manifestaciones neuropsiquiatricas de este sindrome
preceden a la reduccion de los niveles cerebrales de fosfatos de alta energia'’. Los
hallazgos anteriores sugieren que la EH es una consecuencia de la reduccién de la
actividad neuronal que resulta de la falla de los sistemas de neurotransmision, y no como
se pensaba anteriormente, una consecuencia de una falla energética primaria en el cerebro.
Asi, el estudio subsecuente del metabolismo cerebral por medio de la espectroscopia con
1 31

H-NMR y P-NMR, ha mostrado en modelos experimentales de EH fulminante, que las
concentraciones de fosfatos de alta energia no se alteran significativamente durante los

episodios de encefalopatia'®'®,

Como consecuencia de lo anterior, las hipdtesis actuales
sobre la patogénesis de la EH contindan enfocandose en las anormalidades de los sistemas
de neurotransmision que pudieran ser responsables de la inhibicion neuronal caracteristica
de este sindrome.

2.1.- La Hipotesis del Amonio

Hace més de un siglo Eck® describié los efectos de la alimentacion con carne a
perros con anastomosis porto-cava experimental. Dichos animales desarrollaron pérdida
de la coordinacion motora, estupor y coma, sugiriéndose que productos nitrogenados eran
los responsable de lo que se denomind como la "intoxicacién por camme". En 1952
Gabuzda y cols.?! intentaron el tratamiento de la ascitis experimentada por los pacientes
cirrdticos utilizando resinas de intercambio iénico. Estas resinas tienen la caracteristica de
absorber sodio a cambio de la liberacion de amonio. Este tratamiento produjo una

reduccién significativa del volumen de la ascitis, pero precipitd sintomas

neuropsiquiatricos severos similares a los sintomas observados durante episodios de EH.



Se acepta de manera general la participacion del amonio en el sindrome. El
amonio es un producto de la desintegracion de las aminas, los aminoacidos y las purinas
por parte de las bacterias entéricas y se convierte en urea y glutamina a través del ciclo de
Krebs. El ciclo se encuentra alterado en la insuficiencia hepatica, por lo que se eleva la
concentracidn plasmatica de amoniaco, aumentando su captacion por el cerebro y el tejido
muscular®®. En nifios con deficiencias congénitas del ciclo de Krebs, la hiperamonemia
puede producir encefalopatia™. Por el contrario, las medidas terapéuticas tendientes a
evitar la absorcion intestinal de amoniaco mejoran la encefalopatia en pacientes
cirroticos™'®.  En contraste con lo que se pudiera suponer, los valores plasmaticos de
amoniaco tienen una correlaciéon pobre con la severidad de la encefalopatia®*. En la
intoxicacion aguda por amoniaco y la hiperamonemia congénita, las convulsiones son
frecuentes y caracteristicas, sin embargo, éstas son raras en la encefalopatia hepatica
aguda o cronica’®. Las cargas de amoniaco en pacientes con cirrosis e insuficiencia
hepatocelular no producen las alteraciones en el EEG observadas durante episodios de
EH. Ademis, no quedan claros cuales son los mecanismos a través de los cuales el
amoniaco interfiere con el funcionamiento neuronal. Se ha propuesto un efecto deletéreo
del amoniaco sobre los mecanismos energéticos del SNC, principalmente sobre el ciclo del
acido tricarboxilico, en el que se produce una produccidn menor de alfa-cetoglutarato y
hay una mayor formacion de glutamina®. Sin embargo esto no ha podido ser confirmado
por otros estudios®, suginéndose que la alteracidn en el estado energético cerebral
durante la EH es una consecuencia mas que una causa de la encefalopatia”’. Los datos
acerca del efecto del amoniaco a nivel celular también son contradictorios. Se conoce que

las concentraciones altas condicionan desinhibicidén neuronal postsinaptica en algunas



regiones del cerebro®®. Sin embargo otros trabajos reportan inhibicién neuronal en
regiones diferentes™.

2.2 - La Teoria de los Neurotransmisores Falsos y de las Neurotoxinas

En 1971 Fischer y Baldessarini’® propusieron la hipotesis de los
“neurotransmisores falsos o débiles” de la EH. Esta hipdtesis propone que la EH es el
resultado de la descarboxilacion en el intestino grueso de varios aminodacidos, que conduce
a la producciéon de “neurotransmisores falsos” tales como fB-feniletilamina, tyramina y
octopamina®. Esta hipotesis sugiere que el incremento en la inhibicion neuronal se debe a
una sintesis preferencial de los “neurotransmisores falsos” y el remplazo subsecuente de
los “neurotransmisores verdaderos", particularmente de la dopamina y de la
noradrenalina. Esta hipdtesis ha sido complementada por otras observaciones en las que
también se ha involucrado al metabolito neuroactivo del triptofano triptamina y a las B-
carbolinas como posibles "neurotransmisores falsos"*.

Asi también, se ha sugerido que la disminucion de la afinidad de los receptores
dopaminérgicos observada en el estriado de ratas con EH experimental inducida por
galactosamina pudiera contribuir a los efectos deletéreos de los “"neurotransmisores

fal Sosn30,32

Sin embargo, se ha reportado que la administraciéon intraventricular de
octopamina no produjo cambios en el estado de alerta de ratas normales a pesar de
condicionar deplecion de noradrenalina cerebral®®, ademas de que no se han demostrado
alteraciones funcionales en los receptores postsinapticos dopaminérgicos de conejos con
coma hepatico™.  Adicionalmente, ensayos clinicos controlados con L-dopa y
bromocriptina en pacientes con EH han fallado en mostrar una mejoria clinica significativa

posterior a su administracion®>***",



Se ha sugerido también, que la presencia combinada de neurotoxinas,
especificamente mercaptanos, acidos grasos de cadena corta y fenoles pudieran estar
involucrados en la produccion de la EH, describiéndose la acumulacion de estas sustancias

durante episodios de insuficiencia hepatica®***.

En este sentido, se ha mostrado que la
administracién conjunta de dosis "subcomatosas" de amoniaco, metanetiol y acido
octanoico a ratas normales puede producir encefalopatia. Se observd también, que las
concentraciones cerebrales de estas neurotoxinas alcanzaron niveles similares a los de
ratas con coma secundario a la desvascularizacion hepatica experimental®®*®. Asi mismo,
se ha reportado que los PEV de ratas con coma inducido por la infusién de cloruro de
amonio, dimetildisulfuro y acido octanoico fueron similares a los PEV de ratas con EH
experimental provocada por galactosamina®’. Se ha propuesto como mecanismo de
accion de las neurotoxinas en la EH, la interferencia de estas substancias con el
funcionamiento de la ATPasa encargada del transporte de sodio y potasio, condicionando
un incremento del sodio intracelular y alteraciones de la neurotrasmision*?, Sin embargo

estos hallazgos tampoco han podido ser reproducidos®®.

Ademas de que las
concentraciones plasmaticas y cerebrales de los mercaptanos correlacionan pobremente
con las etapas de severidad de la EH*,

2.3 .- La Teoria GABAérgica de la EH

Evidencia experimental sugiere que un incremento en la inhibicién de la
neurotransmision mediada por el acido gama-amino-butirico (GABA), puede contribuir a
la presentacion de las manifestaciones de la encefalopatia hepatica. El GABA es el

principal neurotransmisor inhibitorio del SNC de los mamiferos. Entre el 40 % y el 45 %

de las terminaciones neuronales lo utilizan. Este es sintetizado por la descarboxilasa del



glutamato. La mayor parte del GABA se almacena en vesiculas presinapticas y cuando es
liberado a la hendidura se une a su receptor en las neuronas postsinapticas. La substancia
es rapidamente removida de la hendidura sinaptica mediante dos procesos: un mecanismo
de recaptura de alta afinidad a través del cual es reincorporado a las vesiculas de
almacenamiento y su destruccion enzimatica por la transaminasa del GABAY. La
activacion del complejo receptor GABA-ionoforo de cloro condiciona el influjo de iones
de cloro incrementando la polaridad de la membrana neuronal en reposo y el umbral de su
potencial de accion (Figura 1). En 1987 utilizindose secuencias parciales de aminoacidos
provenientes de receptores GABAérgicos bovinos purificados, fue posible clonar varias de
las subunidades que componen al principal receptor del GABA en el CNS, el receptor
GABA,"* (Figura 1). Hasta la fecha ha sido posible clonar cinco clases distintas de
subunidades polipeptidicas del receptor GABA,: las subunidades o, B, ¥, 8 y p, asi como
numerosas isoformas de cada subunidad”’. No obstante que la composicién exacta de
subunidades de la mayoria de los receptores GABA, se desconoce, se sabe que la
composicion de estos receptores varia de region a region, incluso entre neuronas dentro
de una regién eépeciﬁca del cerebro. Se ha sugerido que el sitio especifico del receptor
GABA, se encuentra en la subunidad B, aunque la coexpresion de la subunidad «,
particularmente de la isoforma a, parece ser necesaria para la expresion de un receptor
con alta afinidad por el GABA. La presencia de otras isoformas de la subunidad o
parecen condicionar diferencias en la afinidad del receptor GABA, por su ligando®.

La evidencia experimental que inicialmente apoyo a la hipotesis GABAérgica de la
EH, provino de experimentos en los que se observd que la instilacién de menos de una

pmol de GABA en la region del hipocampo de conejos en estado de alerta, produjo una
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disminucion de la actividad locomotriz y el adormecimiento del animal. Estos cambios
conductuales se acompaifiaron de un predominio de la actividad delta en el EEG, similar al
observado en el EEG de pacientes con EHY. Por otro lado, por medio de un ensayo de
radiorreceptor, se detecto en el suero de conejos con EH un factor capaz de desplazar a el
*H-GABA de membranas postsinapticas. La concentracion detectada de este ligando en
los conejos con EH fue 12 veces mayor que la observada en el suero de los conejos
controles. El analisis cromatografico de esta substancia indico que el perfil de este factor
correspondia al del GABASO. En otro estudio, las determinaciones seriadas de la
concentracion de el GABA en el plasma posteriores a la inyeccion de galactosamina,
mostraron que conforme la funcion hepatica declinaba, los niveles plasmaticos de el
GABA se incrementaron progresivamente horas antes de la aparicion de la encefalopatia®'.
Este incremento en los niveles séricos de el GABA se ha observado tanto en pacientes con
encefalopatia secundaria a enfermedad hepatocelular aguda como cronica, pero

particularmente después de episodios agudos de sangrado del tubo digestivo **2

Por
otro lado, también se reporté que anmimales de laboratorio experimentaron un incremento
en la amplitud de la onda P1 de los PEV. Este incremento se correlaciond con el grado de
inhibicion de la neurotransmisién mediada por la activacion del receptor GABAA'.
Evidencia adicional que ha apoyado a la hipotesis GABAérgica de la EH, ha
provenido de experimentos en los que se empled al inhibidor de la transaminasa del
GABA, el gama-vinil-GABA. En este trabajo se mostré que el incremento de la actividad

GABAérgica sérica y la consecuente acumulacion de el GABA no catabolizado en el

cerebro se asocié con la presentacion de encefalopatia®.
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Con el objetivo de evaluar si la flora intestinal era la fuente de produccion de los
niveles excesivos de el GABA en la EH, se determinaron de manera simultanea las
concentraciones plasmaticas del GABA en la sangre proveniente de la aorta y en la
proveniente de la vena porta. De esta manera se reportd que la concentracion plasmatica
de el GABA fue dos veces mayor en el sistema portal, sugiriéndose que los niveles
excesivos de este compuesto durante los episodios de EH eran de origen intestinal®®. Asi
también, se ha reportado que la Escherichia. Coli y el Bacteroides Fragilis cultivados
anaerobicamente, sintetizan a el GABA de manera proporcional al incremento de su
poblacion®™.

El estudio de las alteraciones de la barrera hematoencefilica durante episodios de
insuficiencia hepatica con el empleo del isémero no metabolizable de GABA, el acido-C-
alfa-aminoisobutirico (C-AIB) marcado radioactivamente, ha mostrado un incremento
importante de su permeabilidad pocas horas antes de la apariciéon de la encefalopatia,
especialmente en algunas areas de la materia gris®.

EL estudio de las membranas postsinapticas provenientes de cerebros de pacientes
fallecidos durante episodios de encefalopatia hepatica, por medio de la técnica de
radiorreceptor, utilizando ’H- GABA como ligando, ha mostrado la presencia de dos
receptores con diferentes afinidades. El coma hepatico se asocié con un incremento del
doble en el nimero de ambos receptores sin reportarse cambios en su afinidad. En
contraste, durante episodios de encefalopatia urémica, las membranas postsinapticas no

51,56

mostraron dichas alteraciones Se ha especulado que en la falla hepatica, las altas

concentraciones cerebrales de GABA pudieran inducir un proceso de regulacion "hacia



arriba" de sus receptores, lo que condicionaria una mayor sensibilidad del cerebro a la
inhibicion GABAérgica™.

La evidencia farmacolégica ha mostrado que la manipulacién de los receptores
GABA-A con el ar;tagonista del GABA, bicuculline, asi como con el bloqueo directo de
los canales de cloro con isopropilbiciclofosfato en conejos con EH experimental grado 1l y
I1I, condiciona una mejoria transitoria pero consistente de la inhibicion conductual, asi

como la normalizacién de la onda P1 de los PEV®™!°

. Por otro lado, se ha observado que
la dosis media de bicuculline requerida para provocar convulsiones, es significativamente
mayor en los conejos con EH que en los animales controles, sugiriéndose un incremento
de la resistencia neuronal al efecto proconvulsivo de la bicuculline asociado a la EH™.
Este efecto "anticonvulsivo” de la EH ha sido descrito por otros autores. Asi, también se
ha reportado un incremento en la resistencia a los efectos proconvulsivos del inhibidor de
la descarboxilasa de glutamato, el acido 3-mercaptopropionico, en ratas con EH
experimental®®,

Sin embargo, a pesar del camulo de evidencias que han sugerido el
involucramiento del sistema de neurotransmision GABAérgico en la patogénesis de la EH,
estudios conducidos posteriormente en diversos modelos animales asi como en tejido
cerebral de origen humano, han arrojado evidencia contradictoria que ha cuestionado
dicha hipétesis. De esta manera, los hallazgos iniciales que describian las alteraciones en
los niveles plasmaticos y cerebrales de GABA, asi como las alteraciones en los sistemas
enzimaticos del sistema GABAérgico observados durante la falla hepatica, no han podido
ser reproducidos por otros investigadores® ***$1$26364 - Agi mismo, no se han observado

nuevamente las alteraciones en la afinidad y en la densidad de los receptores
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GABAGérgicos postsinapticos descritas previamente en el modelo experimental de la EH
57616265 E| estudio postmortem del tejido cerebral de paciente fallecidos durante un
episodio de coma hepatico, tampoco ha revelado cambios en las concentraciones de el
GABA, alteraciones en las enzimas del sistema GABAérgico o cambios en la densidad y la
afinidad de los receptores GABAérgicos®®. Ademads, existe evidencia que sugiere que los
reportes iniciales que describian el incremento de la densidad de los receptores
GABAérgicos en cerebros de pacientes fallecidos durante episodios de EH, pudieran
haber sido sesgado por la inclusion de una proporcion importante de pacientes
alcoholicos, ya que se sabe que las membranas postsinapticos provenientes de cerebros de
este tipo de pacientes tienen un incremento en la densidad de los receptores

GABAGérgicos®.

2.4.- La Teoria Benzodiacepinica de la EH

Diversos estudios han documentado una asociacion funcional entre los receptores
de el GABA vy los receptores de las benzodiacepinas. Por ellos se sabe que estas ultimas
incrementan los efectos electrofisiologicos de GABA. Mas aun, se ha demostrado una
asociacion fisica entre los receptores benzodiacepinicos y los receptores GABA,®®. Se ha
sugerido que el sitio de unién de los ligandos benzodiacepinicos en el complejo receptor
GABA-ionoforo de cloro se encuentra en la subunidad o (Figura 1). Al parecer, los
receptores que se componen de las subunidades o3 asi como de las subunidades B, y o5,
se caracterizan por mostrar la respuesta de mayor magnitud a los ligandos
benzodiacepinicos, en comparacién con la respuesta exhibida por los receptores
compuestos por las subunidades o, y a,®®. Ademds, parece ser que la coexpresion de la

subunidad vy y la de sus diferentes isoformas ( v, 2, ¥3), €s una condicion necesaria para
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que ocurra la potenciacion alostérica de la respuesta al GABA producida por los ligandos
benzodiacepinicos. Este fenémeno de potenciacion es una caracteristica que se ha
observado en la mayoria de los receptores GABA,™.

La similitud entre los modelos de EH y los de la encefalopatia inducida por
agonistas benzodiacepinicos, particularmente las anormalidades en la respuesta de los
PEV®, ha sugerido la posibilidad de que la potenciaciéon alostérica de los efectos del
GABA a nivel del receptor de las benzodiacepinas este involucrada en la EH. En este
sentido, se ha reportado un incremento en la densidad de los receptores a las
benzodiacepinas en membranas postsinapticas de ratas con coma hepatico inducido con la
administracién de galactosamina’’. Asi también, se ha descrito un incremento en la
sensibilidad de los receptores a las benzodiacepinas durante la falla hepatica aguda
experimental, susceptible de ser revertida con la administracion del antagonistas del
receptor de las benzodiacepinas, el flumazenil'®,

En una investigacion que empleé la técnica de radiorreceptor para determinar la
actividad tipo benzodiacepina en extractos de cerebro de ratas con EH experimental, se
reportaron concentraciones de sustancias con esta actividad cuatro a seis veces mayores
que las detectadas en ratas controles normales, identificaindose estos compuestos como
diazepam y N-desmetil-diazepam’”. En otro trabajo, por medio de radioinmunoensayo, se
detectd en el liquido cefalorraquideo y el suero de seis pacientes con encefalopatia
hepatica, concentraciones de actividad tipo benzodiacepina cuatro veces mayores en
comparacion con las encontradas en controles sanos, pacientes con insuficiencia hepatica
sin encefalopatia y pacientes con encefalopatia no hepatica”. Posteriormente se reportd

que los niveles ptasmaticos de diazepam y N-demetildiazepam y la concentracion total de
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ligandos del receptor benzodiacepinico en 25 pacientes con diferentes estadios de EH
correlacionaron significativamente con la severidad de la EH ™.

Se ha propuesto que la elevacion en la concentracion de los ligandos del receptor
benzodiacepinico, que se ha observado en ratas con EH experimental y pacientes con EH,
se debe en parte al incremento en la disponibilidad de ligandos benzodiacepinicos que
podrian ser sintetizados por bacterias intestinales”. En este sentido, se ha descrito que la
administracion del antibidtico rifaximina redujo en un 40% los niveles de compuestos
benzodiacepinicos en la sangre de pacientes con cirrosis hepatica. Aunque en este reporte
no se menciona si hubo cambios en el status cognoscitivo de los pacientes secundarios a la
administracion del antibiético™.

Por otro lado, se ha descrito por medio de la Tomografia por Emision de
Positrones (TEP), un incremento en la recaptura cerebral del ligando del receptor
benzodiacepinico Cu-Flumazenil en pacientes con EH”, lo que sugeriria un incremento en
la permeabilidad de la barrera hemato-encefalica para estos compuestos durante episodios
de EH.

Experimentos realizados en el modelo animal de la falla hepatica aguda, asi como
de observaciones clinicas, en las que se ha reportado una mejoria de las alteraciones
conductuales y de las anormalidades electrofisiologicas secundarias a la administracion de
el antagonista benzodiacepinico flumazenil, han provisto de evidencia adicional en favor
de la teoria benzodiacepinica de la EH. Asi, se ha descrito que este compuesto induce un
incremento en la frecuencia de disparo espontaneo de las neuronas de Purkinje en conejos
con falla hepética fulminante”. Los reportes anecdoticos sobre el uso de flumazenil en

pacientes con cirrosis hepatica y EH, en general han descrito una disminucién de las
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alteraciones clinicas y electroencefalograficas. De esta manera, se reporté que el uso del
flumazenil en pacientes con falla hepatica por hepatitis B y encefalopatia grado 4
condiciond una mejoria clinica significativa, aunque esta fué parcial y de breve duracion™.
Dos reportes de manera independiente, describieron una mejoria de la encefalopatia en
cuatro pacientes con falla hepatica fulminante®, asi como en cuatro pacientes con cirrosis
hepatica alcoholica descompensada con encefalopatia grados 3 y 4°'. Asi mismo, se
reportod que la administracion de flumazenil se asocié con una remision de los sintomas de
la encefalopatia porto-sistémica cronica intratable™. Los resultados de un estudio clinico
controlado en el que se compar¢ el efecto de la infusion de .2 mg. de flumazenil en el
estado cognoscitivo de 10 pacientes con EH subclinica o latente, con el de la infusién de
este compuesto a 10 sujetos normales, mostré que unicamente los pacientes con EH
experimentaron un acortamiento significativo en el tiempo de reaccion simple que siguié a
la infusion de flumazenil. En contraste, la infusion de solucion salina no produjo ningiin
cambio en el estado cognoscitivo de los pacientes con EH ni en el de los sujetos controles.
Los hallazgos anteriores sugieren que el flumazenil tiene un efecto especifico sobre el
componente cognoscitivo de la prueba de reaccion simple que no afecta al componente
motor. De esta manera, se sugirid que el efecto antagénico del flumazenil sobre el
receptor de las benzodiacepinas, pudiera mediar la mejoria de la funcién cognoscitiva,
particularmente, la mejoria en la velocidad del proceso de informacion en pacientes con
EH latente®.

No obstante €l cimulo de evidencia en favor de la hipétesis benzodiacepinica de la
EH, intentos ulteriores de reproducir estos hallazgos han dado resultados contradictorios.

Asi, se ha reportado que aunque los cerebros de pacientes con EH secundaria a la falla



hepatica fulminante presentaron niveles elevados de ligandos del receptor
benzodiacepinico®, los cerebros de pacientes con EH debida a la anastomosis portal-
sistémica no mostraron cambios en las concentraciones de dichos ligandos®. Tampoco ha
sidlo posible detectar alteraciones en la densidad y afinidad de los receptores
benzodiacepinicos en el tejido cerebral de pacientes cirroticos fallecidos durante episodios
de EH*. Por otro lado, se ha descrito que la EH experimental inducida por medio de la
anastomosis porto-cava, no fué revertida con la administraciéon de flumazenil, a pesar de
que se administraron dosis suficientes para revertir el coma inducido con la administracion
de diazepam®. Otro grupo de investigadores reporté hallazgos negativos similares,
después de que intentaron mejorar las manifestaciones conductuales de la EH
administrando flumazenil a conejos con falla hepatica isquémica®’. Otros reportes han
descrito una falta de efectividad del flumazenil o tan solo una mejoria modesta despues de
la administracion de dosis elevadas de flumazenil a ratas con falla hepatica inducida con
tioacetamida®®®.

En humanos, los resultados de un ensayo clinico controlado con flumazenil en el
tratamiento de la EH, mostraron que a pesar que la administracién de flumazenil se asocié
con una reduccidn del 50% en los sintomas de la EH, ésta unicamente se observd en 40%
de los pacientes. Los autores de este trabajo ademas reportaron, que a pesar de la mejoria
en la severidad de la EH, no pudieron detectar concentraciones plasmaticas de ligandos
del receptor benzodiacepinico en los pacientes que respondieron al flumazenil®™.

Se han descrito anomalias importantes en la farmacoquinética del flumazenil en
pacientes que sufren de cirrosis hepatica®, lo que ha sugerido que el incremento en la

permeabilidad de la barrera hemato-encefélica para este compuesto observado en la TEP
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durante episodios de EH”, fué probablemente consecuencia del aumento en la
disponibilidad de flumazenil no ligado a proteinas. Se ha propuesto que este fendomeno se
debe a la reduccion en la tasa de eliminacion del flumazenil, la cual incrementa su
recaptura cerebral®.

Se ha sugerido que las discrepancias entre los trabajos que han tratado de
determinar la presencia de ligandos enddgenos del receptor benzodiacepinico en pacientes
y en los modelos experimentales de EH, pudieran deberse a diferencias en la metodologia
empleada para la extraccion y purificacion de estos ligandos. Se ha argumentado que los
trabajos que han reportado hallazgos negativos han utilizado extracciones "crudas” sin la
uttlizacion de procedimientos de purificacion y de concentracion. La importancia de estos
procedimientos se debe a que en el plasma y el tejido cerebral existen muchas substancias
que pueden interferir con el ensayo de radiomreceptor’.

Otro problema importante con la teoria benzodiacepinica de la EH, es que la
identidad de los ligandos endogenos del receptor de las benzodiacepinas involucrados en
la génesis de la EH, no ha podido ser completamente caracterizada. En este sentido, se ha
reportado que el LCR de pacientes con EH contiene diferentes moléculas capaces de
desplazar ligandos benzodiacepinicos durante ensayos de radiorreceptor. Algunos de
estos compuestos han demostrado el tener propiedades agonisticas capaces de potenciar
alostéricamente la neurotransmision GABAérgica. Sin embargo se ha observado que la
naturaleza y las concentraciones relativas de los ligandos benzodiacepinicos detectados en
humanos difiere del de los detectados en los modelos animales de falla hepatica

fulminante® .
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La insuficiencia hepatica es un problema de salud frecuente y la encefalopatia es
una de sus complicaciones mas importantes. Hasta el momento se desconocen los
mecanismos neuroquimicos subyacentes. Evidencias recientes sugieren la participacion
de agonistas benzodiacepinicos enddgenos en la génesis de este trastorno; sin embargo el
nimero de pacientes estudiados es bajo y la evidencia disponible es conflictiva. Esto
ultimo debido probablemente a diferencias metodolégicas en la extraccion y purificacion
de los ligandos benzodiacepinicos endégenos. Debido a lo anterior es importante abordar

esta linea de investigacion,
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a)

b)

4. OJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Comparar los niveles séricos de la actividad tipo benzodiacepinica de
los pacientes con encefalopatia hepatica , con los de pacientes con
insuficiencia hepatica sin encefalopatia, pacientes con encefalopatia urémica y
los de sujetos normales.

Determinar la relacion existente entre los niveles séricos de la actividad
benzodiacepinica y la severidad de la encefalopatia hepatica en pacientes con
insuficiencia hepatica.

Comparar los niveles de la actividad benzodiacepinica en extractos
séricos "crudos” con los de extractos séricos procesados por medio de el

método de extraccion y purificacion de fase solida.
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a)

b)

5. HIPOTESIS
Los niveles séricos de la actividad tipo benzodiacepinica de los
pacientes con EH seran significativamente mayores que aquellos determinados
en el suero de pacientes con insuficiencia hepatica sin encefalopatia, pacientes
con encefalopatia urémica y los de sujetos normales.
Los niveles séricos de la actividad tipo benzodiacepinica se
correlacionaran positivamente con la severidad de la EH.

Los niveles séricos de la actividad tipo benzodiacepinica seran
detectados cuando se utilize un método de extraccién y purificacion de fase
solida para procesar los extractos séricos. En contraste la actividad tipo
benzodiacepinica no sera detectada en los extractos séricos que no se procesen

de esta forma.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1.- Pacientes

a) Criterios de Inclusién

Se estudi6 a pacientes que ingresaron al servicio de Urgencias y Medicina Interna
del Instituto Nacional de la Nutricién "Dr. Salvador Zubiran" que cumplieron los
siguientes criterios:

-Entre 18 y 55 afios de edad

-Cualquier sexo

-Diagnostico, por el servicio pertinente, de: insuficiencia hepatica con o sin
encefalopatia, encefalopatia urémica.

-Que el paciente y/o su familiar responsable firmaran una carta de consentimiento
para participar en el estudio después de que se le explico a su satisfaccion.

b) Criterios de exclusion

-Pacientes que en base a la historia clinica de ingreso tuviesen antecedentes de
patologia mental importante; v.g., trastorno esquizofrénico o demencia.

-Pacientes que estuviesen recibiendo alguna droga con efectos psicotropicos (v.g.
barbituricos, benzodiacepinas, anticolinérgicos con accidn central, antihistaminicos, etc.)
las ultimas cuatro semanas previas a su ingreso al estudio.

-Negativa por parte del médico tratante para que el paciente fuera incluido en la
investigacion.

6.2.-_Disefio

Se tratd de un escrutinio analitico y transversal.
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6.3.- Vanables

a) La concentracion sérica (equivalentes de flunitrazepam) de los ligandos del
receptor de las benzodiacepinas (LRBZD; Anexo 2).

b) El estadio de severidad de la EH (Tabla 1).

¢) Los Puntajes de la escala del Examen Cognoscitivo Breve de Folstein®.

d) Los procedimientos de extraccion y purificacion de los LRBZD (Anexo 2).

e) El grado de inhibicion del acoplamiento de *H-flunitrazepam a su receptor en
una preparacion de sinaptosomas (cuentas de radioactividad por minfito o c.p.m),
condicionado por la adicion de los extractos séricos obtenidos (Anexo 2).

6.4.- Procedimientos

Posterior a la autorizacion del estudio por parte de la Comision de Investigacion y
Etica del Instituto Nacional de la Nutricion de acuerdo a la Ley general de Salud en
materia de Investigacion para la Salud, se realizaron reuniones de informacién con el
personal médico encargado del ingreso de los pacientes. La intencion de esta actividad fue
informarles acerca de las caracteristicas del estudio para la captacidn de pacientes. El
procedimiento se llevo a cabo de la siguiente manera:

a) Los pacientes fueron capturados en el servicio de Medicina Interna y Urgencias
del Instituto Nacional de la Nutricion, mediante visitas diarias a dichos servicios, haciendo
una revision de los ingresos y entrevistindose con el personal encargado de dichos
pacientes.

b) La seleccion de los pacientes se realizo en base a los criterios de inclusion y
exclusion mencionados en el punto de poblacion a estudiar (5.1). Se realiz6 una revisién

exhaustiva del expediente clinico para recabar datos como edad, sexo, antecedentes
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psiquiatricos personales y familiares, tipo y caracteristicas de la hepatopatia, evolucion y
medicacién. Todos los datos fueron registrados en un expediente ad hoc para cada
paciente, el cual fué numerado de manera progresiva de acuerdo al orden de ingreso a la
investigacion.

¢) Las evaluaciones clinicas de los pacientes se realizaron mediante un examen del
estado mental de acuerdo a los criterios diagnésticos estandar para encefalopatia hepatica
(Tabla 1) y del DSM-III-R para Sindromes Organicos Cerebrales tipo Delirium. Asi
mismo, se aplico la escala del Eximen Cognoscitivo Breve de Folstein” para una
evaluacion cuantitativa de las alteraciones cognoscitivas. Esto se llevo a cabo dentro de
las primeras 24 horas de su ingreso. Ademas se entrevistd al personal del area o médico
tratante acerca del comportamiento del paciente durante el tiempo en que el investigador
no estuvo presente. Esta informacion fué registrada y tomada en cuenta para conformar el
diagnéstico. De esta manera, tanto el diagnostico y severidad de la encefalopatia fué
determinado conjuntamente por el médico tratante y el investigador principal.

d) Para fines de comparacion se estratifico a los pacientes estudiados de acuerdo a
la presencia o no de encefalopatia hepatica, asi como a la severidad del cuadro en siete
grupos: insuficiencia hepatica sin encefalopatia, encefalopatia hepatica etapa 1,
encefalopatia hepatica etapa 2, encefalopatia hepatica etapa 3, encefalopatia hepatica etapa
4, encefalopatia urémica y sujetos normales. En los casos en los que se presentd la
entidad, el tratamiento se llevo a cabo de acuerdo a las normas del INN.

e} La toma de muestras sanguineas para la medicion de la actividad

benzodiacepinica, se realizo de manera simultanea a la evaluacion del estado mental y fue
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realizada por el personal de enfermeria a cargo del paciente o por el investigador
responsable.

f) El analisis de las muestras se llevd a cabo en el Laboratorio de Neurobiologia del
Departamento de Psiquiatria del Centro Médico de la Universidad de Connecticut por
medio de la técnica de radiorreceptor (Anexo 1) y de acuerdo con los procedimientos

descritos en el anexo 2.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

Para el reporte de datos demogréficos y clinicos, de acuerdo a las caracteristicas
de cada variable, se utilizaron porcentajes, promedios (M) y desviaciones estandar (DE).
Pruebas de contraste de medias y de proporciones fueron entonces empleadas,
dependiendo de !a naturaleza de cada variable. Debido a la falta de normalidad en la
distribuciéon de las c.p.m. obtenidas con el ensayo de radiorreceptor, se procedio a
transformar logaritmicamente esta variable, para posteriormente llevar a cabo la
comparaciéon entre los diferentes grupos diagnosticos con el andlisis de varianza
(ANOVA) de una via. Se emplearon la prueba de Tukey-HSD y la prueba LSD para el
analisis post hoc. Asi también se empled la prueba de Levene para determinar la
homegeneidad de la varianza entre los grupos diagnésticos. Para los niveles séricos de
LRBZD (equivalentes de flunitrazepam) se calcularon medianas (Md) y el intervalo de
valores minimo y maximo (Ininmax), €sto Gltimo debido también a la falta de normalidad y
al sesgo en su distribucion. Las comparaciones entre los grupos con y sin EH se hicieron
utilizando el ANOVA de Kruskal-Wallis de una sola via para el contraste de rangos.
Posteriormente, se empled la prueba U de Mann-Whitney para el analisis post hoc. Los
pacientes con EH fueron entonces estratificados en cuatro grupos de acuerdo al grado de
severidad de la encefalopatia procediéndose a calcular la matriz de correlacion de
Spearman entre las concentraciones séricas de los LRBZD y el grado de severidad de la
EH. En este ultimo anilisis se incluyd también a las concentraciones séricas de los
LRBZD de los pacientes con CH como el grupo de menor severidad. Posteriormente y
debido a que en algunos pécientes la concentraciéon de los LRBZD detectada fue

farmacoldgicamente insignificante (< 2 nMol), se utilizd la prueba exacta de Fisher para
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comparar la proporcion de pacientes en cada grupo diagnéstico con concentraciones
séricas de LRBZD que fueran farmacoldgicamente significativas. El nivel de a se fijo a un

nive! de 0.05 en todas las pruebas estadisticas realizadas.
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8. RESULTADOS

8.1.- Descripcion de la Muestra

Un total de 47 individuos fueron incluidos en el estudio (Tabla 2), de estos, 24
pacientes (51%) fueron diagnosticados con un cuadro de EH, 10 pacientes (21%) lo
fueron con CH sin encefalopatia, cuatro pacientes (9%) lo fueron con EU y nueve sujetos
fueron voluntarios en buen estado de salud (19%). De los 24 pacientes diagnosticados
con EH, siete pacientes (29%) tuvieron EH grade 1, nueve pacientes (37%) tuvieron EH
grado 2, cuatro pacientes (17%) tuvieron EH grado 3 y otros cuatro pacientes (17%)
tuvieron EH grado 4. Todos los pacientes, o sus familiares en su defecto, otorgaron su
consentimiento informado para participar en la investigacion. Los pacientes con EH, asi
como los pacientes con EU fueron reclutados en el servicio de urgencias durante visitas
motivadas por el deterioro agudo en su estado mental, mientras que los pacientes con CH
fueron captados durante visitas de rutina al servicio de consulta externa. Todos los
pacientes con enfermedad hepatica (independientemente de la presencia de encefalopatia o
no) tuvieron documentado previamente, por medio de biopsia hepatica, el diagnostico de
cirrosis hepatica.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes estudiados se resumen
en la tabla 2. La mayoria de los pacientes con CH y de los pacientes con EH tuvieron un
diagnostico de alcoholismo o hepatitis viral como las principales causas de dafio hepatico.
La mayoria de los pacientes en estos dos grupos también tuvieron un diagnostico previo
de hipertension portal con severidad de moderada a severa. Poco mas de la mitad de los
pacientes con EH experimentaron sangrado del tubo digestivo alto como la causa

desencadenante mas frecuente de la encefalopatia. Asi también, la mayoria de los
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pacientes con EH tuvieron historia de episodios previos de EH, mientras que solo un
tercio de los pacientes con CH tuvieron historia previa de encefalopatia.

La mayoria de los pacientes en el grupo de EU fueron varones, con nefropatia
diabética como la causa principal de falla renal, seguida de nefropatia hipertensiva y de
glomerulonefritis. Poco menos de la mitad de los voluntarios sanos fueron hombres.

Los puntajes promedio de la escala de Folstein de los tres grupos de pacientes se
describen en la tabla 3. El grupo CH presenté los puntajes mas altos y el grupo EU
mostro los puntajes mas bajos, con el grupo EH mostrando puntajes intermedios. Entre
los pacientes con EH, el grupo EH grado 1 tuvo un puntaje promedio de 21.3 (DE = 1.5),
el grupo EH grado 2 tuvo un puntaje de 14.4 (DE = 2.3), mientras que los grupos EH
grado 3 y EH grado 4 tuvieron respectivamente puntajes de 7.5 (DE = 1.7) y de cero.

8.2.- Comparacidn de los Niveles Séricos de los LRBZD

Cuando las muestras de sangre obtenidas fueron procesadas por medio de un
metodo de purificacion y concentracion de los LRBZD (Anexo 2), se detectaron
concentraciones séricos de LRBZD farmacologicamente significativas (>2nMol; Tabla 3)
en el grupo de pacientes con EH (Md = 3.00, Luinmx = .001 - 1000.00), y en el grupo de
pacientes con CH (Md = .36, Lun.mu = .004 - 200.00). No se detectaron concentraciones
séricas con significancia farmacoldgica en el grupo de pacientes con EU (Md = 005, L.
mx = -001 - .012) y en el grupo de controles sanos (Md = .001, Lpinmsx = .001 - 63).
Posteriormente, cuando se compararon las concentraciones séricas de LRBZD, se
observaron diferencias estadisticamente significativas a través de los cuatro grupos
diagndsticos (x2 = 13.12, df = 3, p = 0.004; Tabla 3). Los niveles séricos de LRBZD de

los pacientes que experimentaron un episodio de EH al momento de la toma de muestra
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fueron significativamente mayores en comparacion con los niveles séricos de los
voluntarios sanos (U de Mann-Whitney, p = 0.004) y en comparacion con los de los
pacientes con EU (p = 0.04). Sin embargo los niveles séricos de LRBZD de los pacientes
con EH no difirieron significativamente de los niveles detectados en pacientes con CH sin
encefalopatia (p = 0.20). Adicionalmente, se observé que los niveles séricos de LRBZD
de los pacientes con CH fueron significativamente mayores que los niveles encontrados en
el grupo de los controles sanos (p = 0.01) y que los niveles séricos de los pacientes con
EU(p=10.01).

Por otro lado, cuando se compard la proporcion de pacientes con concentraciones
séricas de LRBZD farmacologicamente significativas (> 2 nMol; Tabla 3) en cada grupo
diagnostico, ésta fue significativamente mayor en el grupo de pacientes con EH (71%) en
comparacion con el grupo de los controles sanos (0%, Prueba Exacta de Fisher, p = 0.02)
y en comparacion con en el grupode pacientes con EU (0%, p = 0.02), en los que las
concentraciones séricas de LRBZD fueron insignificantes. AUn mas, la diferencia en la
proporcion de pacientes con niveles séricos de LRBZD farmacoldgicamente significativos,
entre el grupo de pacientes con EH y el grupo de pacientes con CH sin encefalopatia
(20%) fué también significativa (p = 0.009).

8.3.-_Relacién de los Niveles Séricos de los LRBZD con la CH vy la Severidad de

la EH

Los niveles séricos de LRBZD se encontraron moderadamente correlacionados
con la CH y el grado de severidad de la EH (r = .46, p = 0.007; Figura 2), observandose
qué las concentraciones séricas mas bajas de LRBZD se presentaron en los pacientes con

CH (Md = .35, Inin-max = .00 - 200) y en los pacientes con EH grado 1 (Md = 4.0, Inipmsx =
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2.0-251)y grado 2 (Md = .001, Iip-max= .001 - 250). Mientras que las concentraciones
mas altas se observaron en pacientes con EH grado 3 (Md = 13.0, Ininmax = .02-200)y
grado 4 (Md = 5.5, Lyinmax = 2.0 - 1000.0). La correlacion entre los puntajes de la escala
de Folstein y la concentracion sérica de LRBZD fué también significativa (r = -.53, p =
0.001; Tabla 3), donde las concentraciones elevadas de LRBZD se asociaron
moderadamente con una disminucion en el puntaje de la escala de Folstein.

8.4.- Comparacion de los Metodos de Extraccion y Purificacion de los LRBZD
a) La actividad benzodiacepinica en extractos séricos "crudos".

En un primer experimento en el que se evalud la habilidad de los sobrenadantes
séricos "crudos" para desplazar *H-flunitrazepam en el ensayo de radiorreceptor (Figura 3
y Anexo 2), se observd que los sueros provenientes de los pacientes con CH
condicionaron el mayor grado de desplazamiento (M = 4.009), DE = 6.08E-02), seguidos
de los sueros de los pacientes con EH (M = 4.012, DE = 9.57E-02), los sueros de los
voluntarios sanos (M = 4.078, DE = 8.07E-02) y los sueros de los pacientes con EU (M =
4.091, DE = 9.94E-02). Sin embargo las diferencias en las c.p.m. entre los diferentes
grupos diagnosticos no fueron estadisticamente significativas (p = 0.11). Mas aun, al
tratar de convertir las c.p.m. obtenidas en este experimento a equivalentes de
fluinitrazepam, utilizando la curva de desplazamiento estindar obtenida inicialmente
(Anexo 2 y Figura 4), no se detectaron concentraciones séricas de LRBZD (equivalentes

de flunitrazepam) en ninguno de los cuatro grupos diagndsticos principales.
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b) La Acitivad benzodiacepinica en extractos séricos procesados por un método de
purificacion y concentracion de fase solida.

En un segundo experimento en el que se evalug la habilidad de desplazamiento de
los extractos séricos procesados por medio de el método de extraccion de fase sélida
(Figura 5 y Anexo 2), se observd que los extractos séricos provenientes de los pacientes
con EH (M = 3.278, DE = 0.436) condicionaron el mayor grado de desplazamiento en el
ensayo de radiorreceptor, seguidos de los extractos séricos de los pacientes con CH (M =
3.526, DE = 0.334), los extractos séricos de los voluntarios sanos (M = 3.703, DE =
6.29E-02), y de los extractos séricos de los pacientes con EU (M = 3.720, DE = 1.79E-
02). No obstante que la prueba de Levene mostré diferencias significativas en la
homogeinidad de las varianzas entre los grupos diagnosticos (F = 6.76, df =3,43, p =
.001), las diferencias en la capacidad de los extractos séricos para desplazar *H-
flunitrazepam entre los diferentes grupos diagnosticos fueron estadisticamente
significativas tanto con el ANOVA de una via (F = 4.337, df = 3,43; p = 0.009) como con
la prueba de contraste de rangos de Kruskal-Wallis ()(2 =10.55,df =3, p=0.01). La
comparacién post hoc con la prueba de Tukey-HSD y con la prueba LSD, demostraron
diferencias significativas entre el grupo de pacientes con EH con el grupo de voluntarios
sanos y con el grupo de pacientes con EU (p< 0.02). Sin embargo no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo de pacientes con EH y el de los pacientes con CH.
Un analisis detallado de la habilidad de desplazamiento de los extractos séricos de los
pacientes en los diferentes subgrupos de severidad de la EH, mostrd, qué los extractos
séricos de los pacientes con EH grado 3 condicionaron el mayor grado de desplazamiento

de *H-flunitrazepam (M = 3.093, DE = 0.535), seguidos de los extractos séricos de los
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pacientes con EH grado 2 (M = 3.156, DE = 0.317), los de los pacientes con EH grado 4
(M = 3.243, DE = 0.300), y los extractos séricos de los pacientes con EH grado 1 (M =
3.560, DE = 0.516). Sin embargo estas diferencias en la capacidad de desplazamiento de
los extractos séricos entre los subgrupos de severidad de la EH no fueron estadisticamente
significativas (F = 1.568, df = 3,20; p = 0.22). No se detectaron diferencias significativas
en la homogeneidad de las varianzas a traves de los cuatro subgrupos de severidad de la
EH (F= 344, df = 3,20, p = .79). Por otro lado, en contraste con los hallazgos
observados con la utilizacién de extractos séricos "crudos", y como se describio
previamente en el punto 8.2, al convertir las c.p.m. obtenidas en este experimento a
equivalentes de flunitrazepam (calculando el antilogaritmo del log)o de la concentracion de
flunitrazepam “frio” expresado en la curva de desplazamiento estandar; Figura 4 y Anexo
2) se detectaron concentraciones séricas farmacolégicamente significativas de LRBZD en

tres de los cuatro grupos diagnosticos principales (Tabla 3).
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9.- DISCUSION

Los hallazgos reportados en este trabajo muestran que el grupo de pacientes con
EH mostr6 niveles séricos de LRBZD significativamente mas elevados que los niveles
observados en el grupo de los controles sanos y en el grupo de los pacientes con EU. A
pesar de que no pudimos encontrar diferencias significativas entre las concentraciones
séricas de los LRBZD de los pacientes con EH y las de los pacientes con CH, si
observamos una proporcion mayor de pacientes con niveles séricos de LRBZD
farmacoldgicamente significativos en el grupo de la EH que en el grupo de pacientes con
CH. Adicionalmente, en este trabajo observamos una correlacion moderada entre los
niveles séricos de los LRBZD, tanto con la severidad de la EH, como con los puntajes de
la escala de Folstein. Estos hallazgos sugieren que los LRBZD plasmaticos comienza a
acumularse tempranamente cuando los pacientes con CH aun no desarrollan evidencia
clinica de encefalopatia o ésta es subclinica. Posteriormente, los LRBZD continuarian
acumulindose a través de las etapas tempranas de la EH, hasta alcanzar su maxima
concentracion en las etapas 3 y 4. Nuestros hallazgos son consistentes con esta hipotesis
y con observaciones previas hechas por Olasma y cols.®, quienes también reportaron que
los niveles séricos de los LRBZD correlacionaron moderadamente con los cuatro estadios
de severidad de la EH.

La carencia de significancia estadistica para la diferencia en la concentracion sérica
de los LRBZD entre los pacientes con EH y los pacientes con CH, puede ser explicada
por el reducido tamafio de la nuestra y en consecuencia el reducido poder estadistico para
detectar tales diferencias. Sin embargo es posible que algunos de los pacientes en nuestra

muestra que fueron diagnosticados con CH sin encefalopatia, pudieran en realidad haber
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experimentado un cuadro de encefalopatia subclinica caracterizada por déficits
cognoscitivos sutiles, no detectados por los criterios diagnosticos estandar de la EH, pero
detectables por un instrumento de tamizaje como el Examen Breve Cognoscitivo de
Folstein. El puntaje medio de la escala de Folstein observado en el grupo de pacientes con
CH (M = 25.3, DE = 1.8) apoya esta posibilidad. Otros autores han reportado hallazgos
similares.  Pomier-Layrargues y cols., administraron una bateria de pruebas
neuropsicologicas a 22 pacientes alcoholicos con CH, 20 pacientes con CH no alcoholica
y a 42 controles sanos. Los sujetos controles tuvieron una edad y nivel de educacion
similar al de los pacientes. Asi mismo, el nivel de disfuncion hepética fue similar entre
pacientes alcoholicos y no alcohdlicos. Aproximadamente 76% de los pacientes con CH
mostraron algun déficit neuropsicologico, particularmente prolongacion en la ejecucion de
la prueba de Reitan. Lo anterior podria explicar la razén por la que el 20% de los
pacientes del grupo de la CH en nuestra muestra tuvieron niveles plasmaticos
farmacolégicamente significativos de LRBZD sin mostrar signos clinicos de encefalopatia.

Por otro lado, el hecho de que casi un tercio de los pacientes con EH en nuestra
muestra no tuvieran niveles plasmaticos detectables de LRBZD, sugiere que los sintomas
neuropsiquiatricos de la EH no pueden ser explicados unicamente por la presencia de

% asi como Basile y cols.* describieron la falta de

estos compuestos. Olasma y cols.
deteccion de niveles plasmaticos significativos de LRBZD en aproximadamente 40% de un
grupo de pacientes con EH. Adicionalmente, el ensayo clinico controlado con flumazenil
en el tratamiento de la EH conducido por Pomier-Layrargues y cols.™®, ademas de mostrar

una mejoria en solo el 40% de los pacientes, no pudo detectar LRBZD en el plasma de

estos pacientes. Estos hallazgos sugieren que otros factores diferentes al complejo
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receptor GABA-benzodiacepinas y a los compuestos benzodiacepinicos enddgenos
pudieran jugar un papel importante en la patogénesis de la EH, Estos factores
probablemente sensibilizarian al cerebro y potenciarian los efectos de los LRBZD
endogenos™.

Un mecanismo patofisiologico plausible pero mas complejo, que podria explicar el
origen de la EH, podria involucrar un desbalance entre el sistema de neurotransmision
inhibitorio GABA-benzodiacepinico y el sistema de neurotransmision excitatorio
glutaminérgico condicionado por el incremento en las concentraciones plasmaticas y
cerebrales de amonio™. Es bien sabido que la glutaminasa activada por fosfato es el paso
limitante en la sintesis de glutamato y de que es inhibida importantemente por las
concentraciones elevadas de amonio”. La acumulacién de el amonio en el cerebro
durante episodios de insuficiencia hepéatica podria resultar en un reduccién significativa en
la sintesis de glutamato, y en consecuencia, en una reduccién importante de su liberacion
en la hendidura sinaptica. Esto a su vez, condicionaria una disminuciéon del tono
excitatorio en el sistema nervioso central. Por otro lado, la sintesis de GABA es afectada
en menor grado por alteraciones en la actividad de la glutaminasa®, de tal forma, que la
acumulacién de amonio en conjuncién con el incremento de los niveles plamaticos y
cerebrales de los LRBZD enddgenos producidos por la insuficiencia hepatica, conduciria a
un exceso neto de la neurotransmision inhibitoria, con el consecuente deterioro del estado
mental caracteristico de la EH. En este sentido, se ha reportado una reduccion de la
concentraciones de glutamato cerebral en pacientes fallecidos durante episodios de EH y
en modelos experimentales de EH. Se ha descrito también, que la recaptura de

glutamato por los astrocitos se encuentra comprometida durante la falla hepatica, ademas
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de encontrarse una disminucién en la densidad de los receptores glutaminérgicos
postsinapticas (NMDA y no-NMDA)*.

Ademas de los LRBZD, se ha reportado la presencia de niveles elevados de
neuropéptidos qué poseen una gran afinidad por el complejo receptor GABA-
benzodiacepinas en humanos y modelos animales de EH. En un estudio se reportd
concentraciones elevadas del neuropéptido Inhibidor del Acoplamiento del Diazepam
(IAD) en el LCR de algunos pacientes con EH’’. El grado de severidad de la EH
correlaciond significativamente con la concentracion del IAD en el LCR. Sin embargo, es
sabido que el IAD es un ligando del receptor benzodiacepinico con efectos modulatorios
alostéricos negativos sobre la neurotransmision GABA-érgica, por lo tanto seria de
esperarse que los niveles elevados de IAD resultaran en un decremento de la facilitacion
de la neurotransmision GABA-érgica y por ende un incremento en el estado de alerta. Por
otro lado el IAD asi como el producto de su fragmentacion, el octadecaneuropéptido,
también se acopla al receptor periférico de las benzodiacepinas, localizado principalmente
sobre las membranas mitocondriales de los astrocitos. Las concentraciones elevadas del
IAD en el LCR de pacientes con EH podrian ser consecuencia de cambios astrociticos en
los cerebros de estos pacientes”. En este sentido se ha reportado un incremento en la
densidad de los receptores periféricos de las benzodiacepinas en el tejido cerebral de
pacientes alcohélicos con cirrosis hepatica que fallecieron durante episodios de EH® y de
ratas con EH secundaria a la anastomosis portal-cava™.

Otro elemento que ayudaria explicar el por qué una proporcion importante de
pacientes con CH presentd niveles plasmaticos significativos de LRBZD sin desarrollar

EH, seria la influencia de factores genéticos. Existe evidencia de que la sensibilidad del
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complejo receptor GABA-benzodiacepinico se encuentra bajo control genético™. Esto
sugiere que deben existir diferencias individuales en la sensibilidad cerebral a los LRBZD
endogenos y consecuentemente para el desarrollo de la EH, sin embargo esta linea de
investigacion no ha sido explorada hasta el momento.

Nuestros hallazgos sugieren, al igual que los de Basile® y Olasmaa®, que las
discrepancias entre los reportes en los que no se detecté niveles cerebrales o plasmaticos
de LRBZD durante episodios de EH'” y los reportes que si los detectaron, muy
probablemente se deban a la metodologia empleada para la extraccion y purificacion de
estos ligandos. Ya que, como se mencioné previamente, los reportes negativos emplearon
extracciones "crudas” sin el empleo de procedimientos de purificacion de las muestras y
concentraciéon de los LRBZD.

Los resultados del presente estudic deben interpretarse a la luz de varias
limitaciones. En primer lugar, aunque los pacientes en nuestra muestra no tuvieron
antecedentes documentados de la administracion de benzodiacepinas durante las dos
semanas previas a su inclusion en el estudio, aun existe la posibilidad de que los pacientes
hallan recibido de manera no documentado alguna benzodiacepina. Dicha posibilidad es
significativa dado que la mayoria de los pacientes incluidos en el estudio tenian un
diagnostico de alcoholismo como causa primaria del dafio hepatico y es bien sabido que
los pacientes alcohdlicos experimentan una prevalencia mayor de el abuso de
benzodiacepinas'®" o tendrian mayores posibilidades de recibir alguno de estos firmacos
para el tratamiento del sindrome de supresion alcoholica.

Una segunda limitacién es el hecho de que en este estudio no identificamos

completamente estos LRBZD séricos y por esta razéon no fué posible el caracterizar a
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estos compuestos, ya sea como 1,4-benzodiazepinas halogenadas de origen industnal o
como compuestos producidos endogenamente por la flora bacteriana y acumulados
durante el transcurso de la insuficiencia hepatica.

Otro problema es el relacionado con el de las comparaciones multiples entre los
grupos diagndsticos que se llevaron a cabo al evaluar las diferencias en las
concentraciones séricas de LRBZD (cinco comparaciones) y al comparar la proporcion de
sujetos con concentracions farmacologicas de LRBZD (tres comparaciones). Estas
comparaciones multiples pudieron condicionar erroneamente la obtencion de diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. Sin embargo en la gran mayoria de las
comparaciones que mostraron diferencias significativas, el nivel de alfa observado fue
suficiente (= .01) para rechazar confortablemente la hipotesis nula de la falta de diferencias
entre los grupos. Solo en el caso de la comparacion de los niveles sericos de los LRBZD
entre €l grupos de la EH y el de la EU se observo una diferencia potencialmente espuria (p
= .04) que debe de interpretarse con reservas.

Una cuarta limitacion es que la gran mayoria de los pacientes en nuestra muestra
padecia de falla hepatica crénica. Esta situacion podria hacer dificil el generalizar estas
observaciones a otros grupos de pacientes con falla hepatica aguda o subaguda. Sin
embargo, hallazgos similares han sido reportados en una muestra de pacientes con falla
hepatica fulminante secundaria a una sobredosis aguda con acetaminofen®.

Finalmente, observaciones basadas en un disefio longitudinal y prospectivo en
lugar del disefio transversal empleado en el presente reporte, asi como el empleo de
marcadores diagnésticos y de severidad de la EH mas objetivos qué la impresion clinica,

tales como los PEV y/o la aplicacion de pruebas neuropsicologicas, podria proveer de
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evidencia mas solida para apoyar o refutar una relacion etiologica entre la EH y los niveles

plasmaticos de los LBZD.
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10. ANEXOS
Anexo 1.- El estudio de la Interaccion Ligando-receptor y la Técnica de Radiorreceptor

Gracias a la disponibilidad de hormonas y farmacos (ligandos), que pese a estar
marcados radioactivamente continGian reteniendo su actividad biologica, ha sido posible la
identificacién de los sitios de union (receptores) que median los efectos fisiologicos
producidos por dichos compuestos. Asi mismo, la disponibilidad de radioligandos. ha
permitido también el estudio detallado de las interacciones ligando- receptor.

En 1926, A.J Clark (1885 —1941)'®? basandose en el estudio del antagonismo de
la acetilcolina y la atropina en diferentes preparaciones de misculo, postuld, que los
ligandos se combinan con sus receptores a una tasa directamente proporcional a su
concentracion, asi como a una tasa directamente proporcional a la concentracion de su
receptor. Asi mismo, postulé que los complejos ligando-receptor se disocian a una tasa
directamente proporcional al nimero de complejos formados. De esta manera, Clark
propuso que las interacciones ligando-receptor se rigen por los principios de la ley de
accién de masas, y que por lo tanto, estas interacciones pueden describirse por los mismos
isotermos utilizados por Langmuir para describir la adsorcion de los gases a las superficies
metalicas. Asi, Clark desarrollé la siguiente expresion matemaitica para describir las

interacciones ligando-receptor:

kI
L+ Re IR
k2

Donde:
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L = ligando

*L = ligando marcado radioactivamente o radioligando
R = receptor

LR = complejo ligando-receptor

k, = constante de la tasa de asociacion

k, = constante de la tasa de disociacion

Utilidad de la Técnica de Radiorreceptor

El ensayo de radiorreceptor permite evaluar, ademas de la localizacion del

192 La técnica de

acoplamiento ligando-receptor, a la magnitud de dicho acoplamiento
radiorreceptor asume que el receptor se encuentra intacto, que éste se encuentra insertado
propiamente en la membrana y que el ambiente quimico es el adecuado.

La técnica de radiorreceptor puede ser modificada dependiendo de diferentes
objetivos técnicos. Esta puede ser empleada para generar autorradiogramas y estudiar la
localizacion anatomica de las diferentes familias de receptores. También se puede emplear
para el estudio de la especificidad farmacolégica y de la farmacoquinética de las
interacciones ligando-receptor (determinacién de la Kp, 1a By, €tc.). Por otro lado, esta
técnica también permite la evaluacion de ligandos de reciente descubrimiento asi como el
estudio de sus interacciones sobre receptores previamente bien caracterizados. Sin
embargo esta técnica es laborioso y para su uso eficiente se deben tomar en cuanta algunas

consideraciones,

El Radioligando

Uno de los problemas mas importantes en la aplicacion exitosa de la técnica de
radiorreceptor es el de disponer de un isdtopo apropiado para marcar al ligando bajo
consideracién'®.  Entre los isotopos radiactivos utilizados mas frecuentemente para la

3 125 32 14
identificacion de receptores se encuentra ¢l H (tritio), el I, el P,yel C. El tritio es
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un is6topo de uso muy frecuente debido a su prolongada vida media, lo que le permite el
ser frecuentemente resintetizado o reciclado. Sin embargo, los compuestos tritiados son
solo utiles cuando existe un disponibilidad amplia y econdmica de material biolégico que
contiene al receptor putativo. Cuando ésto no es factible, como en el caso de los
. . 125
receptores localizados sobre neuronas de nucleos pequefios y aislados, el 1 es un

alternativa mejor.

El Proceso de Incubacion

El proceso de incubacién requiere de la preparacion de una mezcla adecuada del
material biologico que contenga a los receptores a estudiar (células intactas,

homogenados, fracciones de membranas) y al radioligando'®.

La concentracion de los
reactantes y la duracién de la incubacién que son necesarias para la obtenciéon de los

complejos receptor - radioligando estan determinadas por la ley de accién de masas

donde:

Tasa de asociacion inicial = &, [L] [R]

Tasa de disociacion inicial = k, [LR]

En equilibrio la tasa de asociacién = tasa de disociacion o:

k, [LIR} =k, [LR]

De esta manera, el radio entre la cantidad de complejos LR y la concentracion de

los reactantes se expresa de la siguiente manera:
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[LR] & 1

[LIR] i =K, molar

Donde:

K, = constante de asociacion en equilibrio

Sin embargo, debido a que la K, se expresa en unidades reciproco molar, se
prefiere el utilizar a la X, {constante de disociacion en equilibrio) para expresar la afinidad
de un ligando por su receptor. La K se expresa en unidades molares y refleja al 50% de
la concentracion del ligando que se necesita para ocupar a la totalidad de los receptores en

equilibrio, donde;

(Rt
[LR] k&

Ko molar =
Asi, el incremento en la K, se asocia con el decremento en la afinidad del receptor
y viceversa, De esta manera el proceso de incubacion debe continuarse hasta que niveles
suficientes de complejos *LR se hallan acumulado, de tal forma que la cantidad de
radioligando acoplado pueda ser detectado. La tasa de asociacion se puede incrementar

incrementando las concentraciones de cualquiera de los reactantes.

Separacién del radioligando libre (*L) de los complejos *LR
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Para determinar la cantidad del complejo *LR acumulada en la preparacion, se
debe de disponer de un método para la terminacion del proceso de incubacion que permita
diferenciar al *L de los complejos *LR'®2. Algunos de los métodos empleados son:

Dialisis de equilibrio.- Teéricamente, este método permite la manera mas exacta
de determinar las concentraciones de *L y de los complejos *LR, debido a que con este, el
equilibrio no es alterado cuando se toman muestras. Sin embargo esta ventaja es
Unicamente teorica, es dificil de emplear con un gran numero de muestras, ademas de
introducir niveles significantes de "ruido" o cuentas de radioactividad inespecificas.

Centrifugacién.- Con la técnica de centrifugacion, la cantidad de complejos *LR
formados durante el proceso de incubacion se determina por medio de la sedimentacion de
las membranas que contienen dichos complejos, dejando al *L en el sobrenadante. Una
desventaja de este método es la presencia de niveles elevados de radioactividad en el
trasfondo debido al atrapamiento de el *L libre en el sedimento.

Filtracion al vacio.- Este método es empleado muy frecuentemente debido a que
permite manejar un gran nimero de muestras con relativa facilidad asi como la
disponibilidad comercial de diversos instrumentos de filtracion. Con este método, el
proceso de incubacion se finaliza por medio del aspirado de los reactantes a través de un
filtro. Las membranas con los complejos *LR son retenidas por el filtro dejando pasar al
*L libre a través de é€l.

Caracteristicas del acoplamiento del *L a su receptor

Una vez que se ha obtenido un ensayo de radiorreceptor que permite la deteccion

de la acumulacion de complejos *LR, se debe demostrar convincentemente que el sitio de
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acoplamiento es realmente el receptor fisiologico para dicho ligando'®. Los criterios

minimos que se deben de satisfacerce son:

a) El acoplamiento del ligando con el receptor debe de ser saturable. Debido a
que existe un numero finito de receptores en la preparacion biolégica, el acoplamiento del
radioligando con su receptor tedricamente debe saturar a todos los receptores en la
preparacion.

b) Debe demostrarse que el acoplamiento detectado del radioligando es especifico.

c) Los efectos fisiologicos de otros agentes que compiten con el *L por acoplarse
con su receptor debe ser similar a los efectos producidos por el acoplamiento de
hormonas, neurotransmisores, farmacos u otros ligandos especificos del receptor de
interés.

d) La quinética del acoplamiento debe de ser consistente con el curso temporal de
los efectos biologicos producidos por el L y debe de existir consistencia entre el valor de
la K, del radioligando determinada por diferentes métodos.

Determinacion de la saturabilidad del acoplamiento del radioligando

Para evaluar la saturabilidad del acoplamiento del radioligando con su receptor, se
determinan las caracteristicas del acoplamiento en funcidon de concentraciones de
radioligando que se incrementan gradualmente'””. Cuando la radioactividad detectada
representa el acoplamiento de un ligando a un receptor saturable con una Kp especifica, la
representacion grafica de la [*LR] versus *L resulta en una hipérbola rectangular {Figura
6), donde la Xp representa la concentracion de ligado que ocupa al 50% de los receptores
y la asimptota horizontal representa la concentracion total de sitios de acoplamiento o

receptores (B..x). Bajo circunstancias experimentales la Bn,: puede ser aproximada pero
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nunca alcanzada debido a interacciones complejas dei ligando con su receptor. En este
sentido uno de los problemas mas importantes con a técnica de radiorreceptor es el de el
acoplamiento no especifico de! radioligando a otros sitios de la membrana, filtros o
sedimentados que puede interferir con la cuantificacion del acoplamiento especifico. Este
problema se puede resolver por medio de afladir un ligando "frio" competidor en una
concentracion mayor o en concentraciones que se incrementan gradualmente a la
preparacion biologica, mientras que el radioligando se afiade a la misma preparacion con
una concentracion fija. Una tercera alternativa es a través del uso de modelos
matematicos y el analisis asistido por computadora.

Posteriormente, la transformacion linear de los datos y su graficaciéon en curvas de
Scatchard (figura 7) permite, conociendo la pendiente y el intercepto en el gje de las x,
determinar la afinidad del receptor (Kp) y su densidad (B,.). La forma de la curva de
Scatchard que mas frecuentemente se utiliza en el analisis del acoplamiento de
radioligandos es una curva en la que [*LRY/[*L] es representada sobre el eje de las

ordenadas versus [*LR] sobre el eje de las abscisas, 0 A/L versus A, donde:

A = acoplado = [*LR] = concentracion del ligando en el incubado presente como complejo
ligando-receptor.

L = libre = [*L] = concentracion de radioligando libre presente en el incubado en

equilibrio.

Otra forma de analizar la saturabilidad del acoplamiento del radiorreceptor es por

medio de las curvas de Hill (Figura 8). Estas sirven para determinar si la interaccion
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ligando-receptor ocurre a través de sitios multiples en la membrana y para evaluar la
magnitud y la direccion de la interaccion entre sitios multiples (receptores) de

acoplamiento,

Determinacion de la Especificidad del Acoplamiento del Radioligando con su

Receptor

La especificidad con la que el radioligando interactua con su receptor se determina
por medio de ensayos de acoplamiento competitivo, donde la preparacion bioldgica que
contiene a los receptores se mezcla con una concentracion constante de radioligando *L y

. . . 10
con otro u otros ligandos no marcados radioactivamente'®

(ligandos "frios"), en
concentraciones que gradualmente se incrementan. De esta manera el radioligando y el o
los ligandos "frios" compiten por el receptor comun. Para cuantificar la potencia de los
ligandos competidores, se puede calcular de la curva de acoplamiento competitivo, la
concentracion del ligando competidor que efectivamente compite por 50% del
acoplamiento especifico del radioligando, el AE5g (Figura 9).

Las curvas de acoplamiento competitivo (desplazamiento) son Utiles también para
determinar la presencia en una preparacion biolégica, de ligandos desconocidos que
compiten por el sitio de union de un radioligando previamente bien caracterizado. Estas
curvas son también conocidas como curvas de Hill indirectas, donde el logy de la

concentracion del ligando competidor se expresa en el eje de las abscisas y el

acoplamiento especifico del radioligando se expresa en el eje de las ordenadas.
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Anexo 2.- Extraccion y Purificacién de los Ligandos Séricos Benzodiacepinicos

Suero de cada sujeto fué obtenido por medio de centrifugacion de las muestras de
sangre entera por 15 minutos a 3 000 r.p.m. Las muestras de suero fueron entonces
congeladas y almacenadas a -759 C. Posteriormente estas fueron empaquetadas en hielo
seco y embarcadas para su analisis.

Con el objetivo de minimizar la interferencia no especifica de las proteinas
plasmaticas con el ensayo de radiorreceptor, alicuotas de un ml de suero fueron
acidificadas con un volumen equivalente de acido perclérico (0.5 N) y posteriormente
centrifugadas por 15 minutos a 3000 r.p.m. De esta manera el sobrenadante sérico fue
separado del sedimento protéico y subsecuentemente neutralizado con 400 - 500 ul de
NaOH (1N) hasta obtener un pH de 7.3 - 7.4

Posteriormente, dos series de experimentos fueron conducidos con el objeto de
determinar los niveles séricos de los ligandos del receptor benzodiacepinico (LRBZD),
empleindose la técnica de radiorreceptor. En la primera serie se procedié directamente
con las determinacién de los LRBZD en el sobrenadante sérico "crudo”. En la segun&a
serie de experimentos, los sobrenadantes séricos se procesaron por medio de un método
de extraccion de fase solida (EFS). Para ésto, se emplearon cartuchos Sep-Pack C-18
(Waters, Milford MA, USA) tal y como fué descrito por Olasmaa y cols.®. Este método
permite la purificacion de los LRBZ del suero, ya que los cartuchos funcionan como filtros
quimicos qué retiene a los compuestos de interés para el ensayo de radiorreceptor,
permitiendo la eliminacion de compuestos que potencialmente pueden interferir con el.
Por otro lado, este método permite el concentrar los ligandos provenientes de una

solucién en la que su concentracion es baja. Esto es particularmente importante cuando la
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concentracion de los ligandos se encuentra por debajo del umbral de deteccion del ensayo
de radiorreceptor.

La fase estacionaria de cada cartucho fué inicialmente condicionada o
"humedecida” aplicando al cartucho un solvente "fuerte" (acetonitrilo). Posteriormente
esta fué estabilizada utilizando un solvente "débil" (acido tricloroacetico 0.1%). Se
procedid entonces a cargar el cartucho con 1 ml de sobrenadante sérico en
aproximadamente uno a dos minuto con el objetivo de dar tiempo suficiente para la
interaccion de los componentes del sobrenadante sérico con la fase soélida del cartucho.
Posteriormente, con el objeto de eliminar los componentes que pudieran interferir con el
ensayo y mantener a los ligandos adheridos a la fase solida del cartucho, se procedié a
lavar éste con acido tricloroacetico. Por {iltimo, se recuperd a los LRBZD lavandolos de
la fase sélida por medio de la aplicacion del acetonitrilo.

El material obtenido fué¢ entonces liofolizado en una centrifuga de vacio a 20 000
r.p.m. por aproximadamente 12 horas. El sedimento obtenido fué reconstituido en 50 pl
de solucion Tris-buffer para el ensayo de radiorreceptor.

El Ensayo de Radiorreceptor

Inicialmente se obtuvo una preparacion de sinaptosomas de acuerdo al siguiente
procedimiento:  Cortezas cerebrales disecadas de cerebros de ratas albinas fueron
homogeneizadas en 30 volimenes de Tris-HCI buffer a una concentracion de 50mM (pH
7.4) empleando un homogeneizador Tecmark durante 45 segundos a 6.5 rp.m.. El
homogenado fué posteriormente centrifugado por 20 minutos a 20 000 r.p.m. y a una
temperatura de 4° C. Subsecuentemente el sedimento fué resuspendido en 30 volumenes

del mismo buffer y el procedimiento mencionado previamente fué repetido dos veces mas.
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Los sinaptosomas aglutinados en el sedimento final fueron resuspendidos nuevamente con
buffer helado hasta obtener una concentracion final de proteinas de 0.5 a 0.8 mg/ml.

Con el propdsito de obtener una curva de desplazamiento estandar, se llevd a cabo
un experimento preliminar empleando la técnica de radiorreceptor de acuerdo con el

procedimiento descrito por Faull y Villiger'®

. En éste se emple6 *H-flunitrazepam
(actividad especifica 84.5 Ci/mmol; Dupont-NEN, Boston, MA, USA). Este experimento
consistié de un ensayo de 12 puntos o concentraciones de flunitrazepam "frio" realizado
por triplicado. Inicialmente se afiadi6 a cada tubo 100 pl de homogeneizado de corteza
cerebral, Posteriormente se afiadieron concentraciones de flunitrazepam "frio” qué se
incrementaron gradualmente (2.2E™°M - 4.7E'M), seguidas de la adicion de un nM de
*H-flunitrazepam. La incubacion se llevo a cabo en microtubos con un volumen de 1.0 ml
(Skatron Inc., Sterling, VA, U.S.A)). Todos los ligandos fueron afiadidos en alicuotas de
50 ul. El volumen final de la mezcla fue de 250 upl en cada tubo. Las tres series de 12
tubos fueron cubiertas y agitados rapidamente por 60 segundos. La incubacion se efectu6
a una temperatura de 0°C - 4°C durante una hora. Al final de este periddo se efectlio la
filtracion rapida, lavado y coleccion por aspiracion de los sinaptosomas y sus respectivos
complejos receptor-ligando. Para ésto se utilizd un cultivador de células Skatron tal y
como fue descrito por Devlin y Shoemaker'. La radioactividad fué medida utilizando un
contador de liquido de cintilleo Beckman LS 3801 con una eficiencia de conteo del 45 %.
Las cuentas por minuto (c.p.m.) fueron entonces expresadas graficamente contra el logo

e la concentracion de flunitrazepam "frio” en una curva de desplazamiento estandar
de | t de flunitrazepam "frio" de despl to estand

(Figura 4).
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Posteriormente un segundo ensayo de radiorreceptor fué conducido siguiendo el
procedimiento arriba mencionado. Sin embargo en esta ocasién alicuotas de 50 pl del
suero reconstituido de cada sujeto fueron empleadas en lugar del flunitrazepam "frio". Lo
anterior con el objeto de determinar la habilidad del suero de los pacientes para inhibir el
acoplamiento de un nM de *H-flunitrazepam a las membranas de la corteza cerebral.

El grado de inhibicion del acoplamiento de *H-flunitrazepam a su receptor
(expresada en c.p.m) que fué observado en la preparacion de sinaptosomas, y que fué
condicionado por la adicion de los extractos séricos, se convirtid a una concentracion
equivalente de flunitrazepam utilizando el log,, de la concentracion de flunitrazepam "frio"
en la curva de desplazamiento estandar obtenida preliminarmente (Figura 4). Los

resultados expresados en equivalentes de flunitrazepam reflejan la concentracion sérica de

los LRBZD.
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Tabla 1. Clasificacién de la Severidad de Ia Encefalopatia Hepatica

Etapa dela EH

Sintomas Neurpsiquiatricos

Signos Neuromusculares

1 Trastornos del suefio Temblor
Disminucidn de la atencién Incordinacion
Inquietud psicomotriz
Ansiedad
Agitacion e irritabilidad
Apatia

2 Cambios en la personalidad Asterixis
Afecto inapropiado Ataxia
Desorientacion en tiempo Dysartria
Respuestas lentas Anormalidades en el tono muscular
Memoria disminuida

3 Conducta extrafia Reflejos hiperactivos
Ideas paranoides Rigidez muscular
Confusion Babinski positivo
Somnolencia
Stupor

4 Coma:;

a) Con reaccion positiva a
estimulos dolorosos

b) Con reaccion negativa a
estimulos doloros




Tabla 2. Caracteristicas Demograficas y Clinicas de la Muestra

Cirrosis Encefalopatia Encefalopatia Controles
Variables Hepitica Hepaitica Urémica' Sanos
(CH; n =10) (EH; n = 24) (EUi;n=4) (CS:in=9)
Demogrificas:
Edad (afios)’ . 567+ 7.7 46.1+ 123 46.0+19.8 428%114
Hombres (%) 5 (50%) 13 (54%) 3 (75%) 4 (44.4%)
Clinicas:
Etiologia de la CH*
Alcoholismo 7 (70%) 13 (54%) - -
Hepatitis Viral 2 (20%) 7 (29%) - -
Biliar 1 (10%) 3 (13%) - -
Otras - 1 (4%) - -
Hipertensién Portal®
Grado 1 2 (20%) 2 (8%) - -
Grado 2 5 (50%) 9 (38%) - -
Grado 3 3 (30%) 13 (54%) - -
Episodios Previos de EH® 3 (30%) 16 (67%) - .

]Nefropatia diabética (n = 2), nefropatia hipertensiva (n = 1), y glomerulonefritis (n = 1)
ANOVA de una via: F =2.74, df = 3,43; p = .05; Comparacién post hoc con prueba LSD: CH > EH, CH > CS
*Comparacién de EU vs. CS, EU vs. CH, EU vs. EH (Prueba Exacta de Fisher): Todos los valores de p > .05

4Comparaci(m de CH vs. EH (Prueba Exacta de Fisher): Todos los valores de p> .05

’Comparacién de CH vs. EH: Pearson x =3.85,df=1;p= 05




Tabla 3. Concentracién Sérica (nMol) de Ligandos del Receptor de las Benzodiacepinas (LRBZD) por Gripo Diagnostico y
Puntaje en el Eximen Cognoscitivo Breve de Folstein

[LRBZD]

Pacientes con Niveles

Farmacolégicamente Activos (>2 nMol)

de LRBZD

Escala de Folstein

Griipo Mediana (Inte:rvalo)l'2 Nimero (% ; M(D_EL“
Controles Sanos (CS; n=9) 00 (.00 - .63) 0 (0%) -
Cirrosis Hepatica (CH; n=10) .35 (.00 - 200.00) 2 (20%) 253 (2.0)
Encefalopatia Hepatica (EH; n=24) 3.00 (.00 - 1000.00) 17 (71%) 12.9 (7.7)
Encefalopatia Urémica (EU; n=4) .00 (.00 - .00) 0 (0%) 7.3 (6.7)

1

ANOVA de una via para rangos de Kruskal-Wallis: , = 13.12, df = 3; p = 0.004
2

Comparacion de EH vs. CS y EH vs. EU (U de Mann-Whitney): valores de p = .01 y .04; Comparacién de EH vs. CH: p= .20
3

2

Comparacion de EH vs. CS, EH vs. CH y EH vs. EU (Prueba Exacta de Fisher): Todos los valores de p < .01
4

Correlacidn de Spearman de los puntajes de la Escala de Folstein y las concentraciones de los LRBZD: 1 = -.53, p=0.001
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Figura 2. Concentracion Sérica de Ligandos del Receptor de las Benzodiacepinas por Grupo
Diagnostico (equivalentes de flunitrazepam)
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EU = encefalopatia urémica.
1Correlacién de Spearman: r = 46, p = .007.
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Figura 3. Ensayo de Radiorreceptor con Sobrenadantes Séricos “Crudos’
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Figura 4. Curva Estandar de Desplazamiento de
*H-flunitrazepam
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Figura 5. Ensayo de Radiorreceptor con Extractos Séricos Purificados
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Figura 6. La Relacién Hiperbélica de [a Ley de Accién de Masas
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Figura 7. La Curva de Scatchard
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Figura 8. La Curva de Hill
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Figura 9. Curva de Acoplamiento Competitivo
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Objective: Hepatic encephalopathy (HE) is a complex neuropsychiatric disorder secondary to acute or
chronic liver failure. Although the exact causes of HE have not been clarified, enhanced central nervous sys-
tem inhibition at the y-aminobutyric acid (GABA)-benzadiazepine receptor compiex, mediated by increased
levels of endogenous benzodiazepine-recepror ligands (BZRL}), has been propased. Research expioring this
hypothesis has yielded contradictory findings. This study evaluated the presence and levels of BZRL in
plasma from patients with HE and 3 comparison groups. Design: Cross-sectional study. Patients: Twenty-
four patients with HE, 1@ patients with liver cirrhosis without encephaiopathy (LC), 4 patients with uremic
encephaiopathy (UE), and ? healthy subjects. Interventions: Radio-receptor assay of plasma samples from
patients and controls. Main outcome measures: Plasma levels of BZRL Resuits: The padents in the HE
group had significantly higher plasma BZRL levels than the patents with UE and the healthy subjects, but not
than those with LC, in whom these compounds were also detected in significant concentratians, Yhen pa-
tients were classified according to the severity of HE, plasma levels of BZRL showed a modest correlation
with stage of severity (r = 0.37). Incerestingly, approximarely one-third of the patients with HE did not have
detectable levels of BZRL Conclusion: Endogenous BZRL may play a role in the pathogenesis of HE, al-
though neuropsychiatric symptoms in HE are difficult te expiain in terms of these compounds alone,

Objectif : L'encéphalopathie hépatique est un trouble neuropsychiatrique complexe secondaire i une insuf-
fisance hépatique aigué ou chronique. Méme si I'on n'a pas encore précisé les causes exactes de 'encépha-
lopathie hépatique, on a3 évoqué une inhibiton accrue du systéme nerveux central au complexe acide v-
aminobutyrique {GABA)-récepreurs des benzodiazépines, causé par des taux accrus de ligands récepteurs
endogénes des benzodiazépines. Des recherches sur cette hypothése ont produit des résuftacs contradic-
toires. Dans le cadre de cewe étude, on a évalué la présence et les mux de ligands récepteurs endogénes des
benzodiazépines dans le plasma d'un patient atteint d'encéphalopathie hépatique et de 3 groupes témoins.
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Conception : Etude transversale. Patients : Vingt-quatre patients d'atteints d'encéphalopathie hépatique, 10 pa-
tients atteints de cirrhose du foie sans encéphalopathie, 4 patients atteints d'encéphalopathie urémique et 9 sujets en
bonne santé. Interventions : Titrage de radiorécepteurs d'échantilions de plasma provenant de patients et de té-
moins. Principales mesures de résultats : Taux plasmatiques de ligands récepteurs endogénes des benzadia-
zépines. Résultats : Les patents atteints d'encéphalopathie hepatique présentaient des taux plasmatiques de ligands
récepteurs endogénes des benzodiazépines beaucoup plus élevés que les patients atteints d'encéphalopachie
urémique et les sujets en bonne santé, mais pas plus éleves que les sujets atteints de cirrhose du foie sans
encéphalopathie chez lesquels on a aussi détecté des concentrations importantes de ces composés. Lorsqu'on a
classé les patients selon la gravité de I'encéphalopathie hépatique. les wux plasmatiques de ligands récepteurs en-
dogénes des benzodiazépines ont indiqué un lien modeste avec la gravité de I'encéphalopathie (r = 0.37). Le ders des
patients awteints d’encéphalopathie hépatique ne présentaient pas de niveau décectabie de ligands récepteurs en-
dogénes des benzodiazépines, ce qui est intéressant Conclusion : Les ligands récepteurs endogénes des benzodi-
azépines peuvent jouer un role dans la pathogénése de ['encéphalopathie hépatique, méme si les symptdmes neu-
ropsychiatriques de 'encéphalopathie hépatique sont difficiles 3 expliquer en fonction de ces composés seulement.

Introduction

Hepatic encephalopathy (HE) is a compléx neuropsy-
chiatric disorder secondary to acute or chronic liver
failure. In its early stages, it is characterized by irri-
tability, sleep abnormalities, decreased attention, in-
creased psychomotor agitation, confusion and cloud-
ing of sensorium; as the disease progresses, it leads to
lethargy and subsequent coma. Although the exact
pathogenesis of this condition has not been clarified,
an increase in neuronal inhibitory activity by the v-
aminobutyric acid (GABA)ergic system has been as-
sociated with HE. Schafer et al' reported that induc-
tion of acute hepatic failure and HE in rabbits by
administration of galactosamine was associated with
abnormal visual evoked potentials. These results are
similar to those observed in coma states induced by
exogenous administration of high doses of barbitu-
rates or benzodiazepines. Administration of the ben-
zodiazepine antagonist flumazenil in rats with exper-
imental HE and in humans with HE secondary to
liver failure reversed some of the manifestations of
the syndrome.** These findings suggest that the ben-
zodiazepine site on the GABA, receptor complex
may mediate some of the pathologic central nervous
system (CNS) symptoms in HE. One group of investi-
gators has hypothesized that, in HE, increased levels
of an “endogenous benzodiazepine” or “endo-
zepines” accumulate in the CINS secondary to liver
failure’ Interestingly, increased concentrations of N-
desmethyldiazepam and diazepam have been iso-
lated from brain extracts of rats with experimental
HE,* as well as from brain tissue, cerebrospinal fluid,
and plasma extracted from patients with HE.”* Bastie
et al’ reported that plasma levels of diazepam, N-

desmethyldiazepam and total benzodiazepine-recep-
tor ligands in 25 patients in different stages of HE
significantly correlated with the severity of HE. An-
other study found increased brain uptake of the
GABA-benzodiazepine-receptor ligand "C-flumaze-
nil, measured by positron emission tomography, in 4
patients with HE." Yurdaydin et al" have proposed
that the elevation of benzodiazepine-receptor ligands
observed in rats with experimental HE is due in part
to increased availability of benzodiazepine-like mole-
cules, which may be synthesized by gut bacteria,
However, further attempts to replicate these findings
have yielded contradictory results. Zieve et al* re-
ported that HE following experimental portacaval
anastomosis was not reversed by the administration
of a benzodiazepine-receptor antagonist. Pomier-
Layrargues et al” conducted a controlled clinical trial
of flumazenil in the treatment of HE, which showed
that, although a 40 % reduction in symptoms was ob-
served after administration of the benzodiazepine an-
tagonist, plasma levels of benzodiazepine-receptor
ligands were not detected. On the other hand, al-
though brains from rats with HE secondary to fulmi-
nant hepatic failure showed increased levels of ben-
zodiazepine-receptor ligands, brains from rats with
portacaval anastomosis did not show such an in-
crease.’

Given the conflicting evidence regarding the in-
volvement of endogenous benzodiazepine-receptor
ligands in the pathophysiology of HE, we decided to
conduct this cross-sectional study to evaluate the
presence of benzodiazepine-receptor ligand (BZRL)
activity in plasma from patients with HE, and to de-
termine whether the severity of HE is correlated with
plasma levels of BZRL.
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*"""Endogenous benzodiazepines and hepatic encephalopathy’

Methods and subjects

Subjects

The clinical investigation protocol was approved by the
Institutional Review Board of the National [nstitute of
Nutrition and Medicine in Mexico City. Blood samples
were obtained from 4 groups of patients: 24 patients
with HE, 4 patients with uremic encephalopathy (UE),
10 patients with liver cirrhosis without encephalopathy
(LC), and 9 heaithy subjects. All patients or their rela-
tives gave informed consent to participate in the proto-
col. Patients with HE and UE were recruited mainly
from the emergency department, since these patients
experienced acute mental status changes, while patients
with LC without encephalopathy were recruited mainly
during visits to the outpatient department for routine
follow-up. Liver cirrhosis was documented by biopsy in
all patients with liver disease. Diagnosis and severity of
HE were determined jointly by the treating physician
and one of the researchers (C.H.) using the following
standard criteria: stage 1 — altered sleep pattern and
personality changes; stage 2 — drowsy but oriented
when awake; stage 3 — confused and agitated, with in-
coherent speech; stage 4 — deep coma with no response
to verbal stimuli but possible response to painful stim-
uli. Blood samples of 3 to 5 mL were obtained from the
patients at the same time that the clinical assessments
were conducted. Patients were not included in the
study if they had a history of seizure disorder, schizo-
phrenia or dementia. Other exclusion criteria were use
of alcohol or psychotropic drugs (including benzodi-
azepines) during the 2 weeks before study enrolment
(as determined through careful review of clinical
records, histories and drug charts).

Fifty percent of patients in the LC group were men,
with a mean age of 56.7 (standard deviation [SD] 7.7
years. Fifty-five percent of those in the HE group were
men, and the group had a mean age of 46.1 (SD 12.3)
vears. Most of these patients had a diagnosis of alco-
holism (LC 70%; HE 54%) or viral hepatitis (LC 20%;
HE 29%) as the main causes of liver damage as well as
of moderate to severe portal hypertension (LC 80%; HE
92%). Fifty-four percent of the patients with HE had ex-
perienced bleeding in the upper gastrointestinal tract,
which was the main trigger event of encephalopathy,
and most of them {67%) had a history of HE episodes.
Three of the 4 patients in the UE control group were
men, and the group had a mean age of 46.0 (SD 19.8)

years, with diabetic nephropathy as the main cause of
renal failure (50%), followed by hypertensive nephropa-
thy (25%) and glomerulonephritis (25%). Forty-five per-
cent of the healthy controls were men, and the mean
age in the group was 42.8 (5D 11.4) years.

Extraction and purification of plasma samples

Plasma from each subject was obtained by centrifuga-
tion of whole bloed at 3000 rpm for 15 minutes.
Plasma samples were frozen and stored at -75°C.
Subsequently, these were shipped on dry ice for
analysis to the University of Connecticut Health Cen-
ter Neurobiology Laboratory.

In order to minimize nonspecific protein interfer-
ence with binding, 1-mL aliquots of plasma were
acidified with an equal volume of perchloric acid (0.5
N) and then centrifuged for 15 minutes at 3000 rpm.
The protein pellet was discarded and the supernatant
was neutralized with 400 to 500 pL of sodium hydrox-
ide (1N) until it attained a pH of 7.3 to 7.4. Subse-
quently, samples were passed though previously
washed Sep-Pack C-18 cartridges (Waters, Milford,
Ma.), as described by Olasmaa et al.” Material was
eluted from the Sep-Fack with acetonitrile/0.1% tri-
cloroacetic acid and lyophilized overnight. The
lyophilized sample was reconstituted in 50 pL of Tris-
buffer solution for radio-receptor assav.

Radio-receptor assay

Cerebral cortex dissected from rat brain was homoge-
nized in 30 volumes of 50 munol/L Tris-hydrochloric
acid buffer (pH 7.4) using a Tekmar homogenizer for
45 seconds at setting 6.5. The homogenate was then
spun at 20 000 x g for 20 minutes at 4°C. The pellet
was resuspended in 30 volumes of the same buffer
and the above procedure repeated twice. Final pellets
were resuspended in ice cold buffer to obtain a finai
protein concentration of 0.5 to 0.8 mg/mL.
Preliminary ["H]flunitrazepam (H-FNZ) (specific ac-
tvity 84.5 Ci/mmol; Dupont-NEN, Boston) binding
was done according to the procedure of Faull and Vil-
liger," with some modifications. A 12-point competi-
tion assay was conducted in triplicate by first adding
to each tube 100 pL of cortex homogenate. Increasing
concentrations of cold FNZ (2.2E-10M to 4.7E-7M)
were added along with 1.0 nmol/L *H-FNZ. Incuba-
tions were done in 1.0-mL microtube strips (Skatron
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Inc., Sterling, Va.) and all ligands were delivered in
aliquots of 50 L. The final incubation volurmne was 250
uL in each tube. Following additions of ligands to tis-
sue, individual sets of 12 tubes were covered, shaken
rapidly for 30 to 60 seconds and incubated at 0°C to
4°C for 1 hour. At the end of this incubation period,
rapid filtration, washing and collection of membrane-
bound ligand were performed using a semiautomatic
Skatron cell harvester, as described by Deviin and
Shoemaker.”* Radioactivity was measured using a
Beckman LS 3801 Liquid Scintillation Counter at a
counting efficiency of 45%. Counts per minute (cpm)
were then plotted against the log of the cold FNZ con-
centration in order to obtain a standard ‘H-FNZ dis-
placement curve. Subsequently, 50-lLL aliquots of re-
constituted serum from each subject were tested for

their ability to inhibit 1.0 nmol/L *H-FNZ binding to

rat cortex membranes. The level of inhibition of *H-
FINZ binding produced by each serum was converted
to an equivalent concentration of FNZ from the dis-
placement curve and reported as FNZ-equivalents.

Analysis

Means and SDs are reported for clinical and demo-
graphic variables. Because of their abnormal distribu-
tion and skewness, plasma BZRL concentrations are
reported in terms of median and range. Ranked
Kruskal-Wallis one-way analysis of variance
(ANOVA) was used to compare BZRL concentrations
across diagnostic groups. A p level of 0.05 was consid-
ered significant. Subsequently, posthoc testing with
the Mann-Whitney U test was conducted with Bon-
ferroni-adjusted probability for the number of com-
parisons. Patients with HE were stratified into 4
groups according to the stage of HE, and Person'’s cor-
relation matrix was calculated for increasing HE
stages of severity and BZR ligand concentration. Fi-
nally, Fisher’s exact test was used to compare the pro-
portion of patients in each group with pharmacclogi-
cally meaningful plasma levels of BZRL.

Results

Significant differences in BZRL plasma concentration
determined by radio-receptor assay (Fig. 1} were ob-
served across the 4 diagnostic groups (x* = 13.12; p =
0.004). The plasma levels of BZRL in the patients with
HE (medjan 3.00, range 0.001 to 1000.00 nmol/L) were

significantly higher (Mann-Whitney U test, p = 0.004)
than those in the healthy control subjects (median
0.001, range 0.001 to 0.63 nmol/L) and in the patients
with UE {median 0.005, range 0.001 to 0.012 nmol/L;
p = 0.04]). However, comparison of BZRL plasma lev-
els from the patients with HE with those from the pa-
tients with LC (median 0.36, range 0.004 to 200.00
nmol/L) did not show a significant difference {p =
0.20). In addition, the plasma BZRL levels in the pa-
tients from the LC group were significantly higher than
those in the healthv control subjects (¢ = 0.01) and in
the patients with UE (p = 0.01). On the other hand, as
Figure 1 shows, plasma BZRL levels were only moder-
ately correlated with HE stage of severity (r = 0.37, p =
0.03), with the lowest levels seen in stage 1 (median 4.0,
range 2.0 to 251 nmol/L) and stage 2 (median 0.001,
range 0.001 to 250 nmol/L}, while the highest plasma
BZRL levels were observed in patients with HE stage 3
(median 13.0, range 0.02 to 20.0 nmol/L) and stage 4
(median 3.5, range 2.0 to 1000.0 nmol/L). Interestingly,
29% of patients in the HE group had no or negligible
plasma BZRL activity. Further, comparison of the pro-
portion of patients who had pharmacolegically mean-
ingful plasma BZRL levels (greater than 2.0 nmoi/L}
among the groups showed that the HE group had a
significantly larger proportion of patients (71%) with
meaningful plasma BZRL levels than the healthy con-
trol group (Fisher's exact test, p = 0.01) and than the UE
group (p = 0.01), in whom plasma BZRL activity was
negligible. Moreover, the difference in the proportion
of patients with pharmacologically meaningful plasma
BZRL levels between the HE group and the LC (20%)
group was also significant (p = 0.009).

Discussion

The patients in the HE group exhibited significantly
higher plasma levels of BZRL than the patients in 2
out of the 3 control groups (healthy subjects and the
UE group). Although we failed to find significant dif-
ferences in plasma BZRL levels between the patients
with HE and those in the LC group, we observed that
a significantly larger proportion of patients in the HE
group than in the LC group had pharmacologically
meaningful leveis of BZRL in their plasma. This find-
ing suggests that plasma BZRL begin to accumutate in
patients with LC without causing clinical cognitive
impairment. The BZRL mayv then continue to accumu-
late, reaching their highest concentrations during HE
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stages 3 and 4. Further support for this notion is pro-
vided by the observation that plasma BZRL levels cor-
relate moderately with the 4 HE stages of severity.
The lack of statistical difference in plasma BZRL levels
between the HE and LC groups in our study could be
explained by the small sample size and lack of statistical
power to detect such a difference. However, the fact that
some patients in the LC group (20%) had pharmacologi-
cally meaningful plasma levels of BZRL without clinical
signs of encephalopathy and that no BZRL were de-
tected in approximately one-third of patients with HE
suggests that neuropsychiatric symptoms in HE cannot
be explained by the presence of these compounds alone.
Olasmaa et al’ and Basile et al* have reported that signifi-
cant plasma BZRL levels were present in approximately
60% of patients with HE. Additionally, results from a
conirolled clinical trial of the efficacy of the benzodi-
azepine-receptor antagonist flumazenil in the treatment
of HE showed a significant improvement in only 40% of
patients and symptom reduction of no more than 50%."
These findings suggest that factors other than the
GABA-benzodiazepine complex receptor and endoge-
nous benzodiazepine compounds may play a role in the

pathogenesis of HE, probably sensitizing the brain and
potentiating the effects of endogenous BZRL."* A piausi-
ble and more complex pathophysiclogic mechanism for
HE may involve an imbalance between the GABA-
benzodiazepine inhibitory system and the glutaminergic
excitatory systern in the CNS, conditioned by hyperam-
monemia. It is known that phosphate-activated glutami-
nase is the rate-limjting step for glutamate synthesis and
is strongly inhibited by ammonia. Accumulation of am-
monja in the brain during hepatic insufficdency may re-
sult in a significant decrease in glutamate synthesis and
release, with a consequent decrease of the CNS excita-
tory tone. GABA synthesis is less affected by alterations
in glutaminase activity, so the accumulation of ammonia
in addition to the BZRL build-up during hepatic insuffi-
ciency may lead to a net excess of inhibitory neurotrans-
mission.” In addition, genetic factors may also play a
role. There is evidence that sensitivity of the GABA-ben-
zodiazepine receptor complex to exegenous benzodi-
azepines is genetically controlled,” suggesting that there
are individual differences in brain sensitivity to endoge-
nous BZRL and, consequently, to development of HE.
On the other hand, contrary to the endogenous
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Fig. |: Plasma levels of benzodiazepine receptor ligands, by diagnostic group and severity of hepatic
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BZRL hypothesis, some studies have reported that HE
is not associated with an increase in BZRL levels.” One
possible reason for this discrepancy is differences in
the methodology employed for extraction and purifi-
cation of these ligands. Crude extraction without sam-
ple purification may explain negative findings, since
there are many substances in plasma and brain tissue
that can interfere with radio-receptor assay for BZRL.®
The results of this study should be interpreted in
light of several limitations. First, although the patients
in our sample had no history of benzodiazepine ad-
ministration during the 2 weeks before enrolment, un-
documented benzodiazepine administration or abuse
is a possibility. A second limitation is that we did not
further identify these plasma BZRL, and for this reason
we were not able to ascertain if these BZRL were halo-
genated 1,4-benzodiazepines of exogenous origin or
compounds synthesized endogencusly that accumu-
late to pathologic levels during liver disease. A third
limitation is that most of the patients in our sample had
chronic liver failure, making difficult to generalize our
findings to other groups of patients with liver insuffi-
ciency. Nevertheless, similar findings have been re-
ported in a sample of patients with fulminant hepatic
failure secondary to acute acetaminophen overdose.®
Finally, observations from a longitudinal design rather
than the cross-sectional design employed in this report,
as well as the use of visual evoked potentials or neu-
ropsychological testing as markers of diagnosis and
severity, could provide more evidence to support an
etiological relation between HE and plasma BZRL.
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