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CAPITULO |

RESUMEN

CARACTERIZACION DEL PERFIL METABOLOMICO SERICO DE
PACIENTES CON DIFERENTES GRADOS DE ENCEFALOPATIA

HEPATICA.

INTRODUCCION

La encefalopatia hepatica es caracterizada por alteraciones cognitivas y
motoras las cuales se pueden presentar con diferentes grados de severidad. Estas
alteraciones neuroldgicas son caracteristicas casi patognomaonicas de la cirrosis en

etapas avanzadas y su manifestacion indica un deterioro en la condicion médica.

PACIENTES Y METODOS

Se analizé el perfil metabolémico en suero por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de 65 sujetos; divididos en cuatro grupos: 18 pacientes con
hepatopatia cronica sin encefalopatia, 20 pacientes con encefalopatia hepatica

minima y encefalopatia hepatica West Haven grado 1, 12 pacientes con
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encefalopatia hepatica West Haven grado 2 comparados con 15 individuos sanos.

Se analizo el perfil hematoldgico y bioquimico.

RESULTADOS

La poblacién estuvo compuesta de 32.3% sujetos del género femenino y
67.7% del género masculino, con una mediana de edad de 21, 39, 45 y 53 afios
para el grupo control, HSE, EHM/WH1 y WH2 respectivamente. Al hacer el andlisis
de los 4 grupos se identifico: hemoglobina 14.45 g/dL (11.2-14.7), 8.75 g/dL (7.16-
10.65), 8.02 g/dL (6.06-9.36), 8.81 g/dL (7.66-10.45); plaquetas 223,000 células/pL
(218,500-253,500), 118,500 células/uL (72,250-146,750), 87,500 células/pL
(56,400-120,000), 108,000 células/pL (99,250-143,500); creatinina 1 mg/dL (0.9-
1.1), 0.7 mg/dL (0.6-0.87), 0.8 mg/dL (0.6-0.9), 1 mg/dL (0.67-1.72); AST 27 U/L
(23.5-29.5), 43.5 U/L (31.25-68.75), 37 U/L (31.5-71), 62.5 U/L (50-83); bilirrubina
total 0.6 mg/dL (0.4-0.75), 1.37 mg/dL (0.92-2.55), 1.7 mg/dL (0.97-2.32), 2.35
mg/dL (1.52-3.37); fosfatasa alcalina 74 U/L (68-92), 112 U/L (81.5-159.5), 108 U/L
(68-142.25), 138.5 U/L (76.25-209); albimina 4.5 g/dL (4.4-4.7), 3 g/dL (2.15-4), 2.9
g/dL (2.4-3.02), 2.15 g/dL (1.5-2.7) para control, HSE, EHM/WH1 y WH2

respectivamente.

Al analizar los espectros de HRMN del suero se identificaron entre 41 a 43
metabolitos entre los diversos grupos de estudio, de estos fueron 14 los metabolitos
que permitieron la diferenciacién entre grupos, los cuales fueron: t-metilhistidina,

acetona, prolina, 3-hidroxibutirato, lisina, cisteina, treonina, glicerol, glicina, lactato,

14



alanina, serina, valina e isoleucina. Posteriormente los metabolitos fueron

cuantificados empleando los cocientes de concentracion metabolito/creatinina.

Las vias metabdlicas implicadas en los metabolitos diferenciales fueron la via

del metabolismo de la glicina, serina y treonina y la via del metabolismo del glutation.

CONCLUSION
Se logro establecer un perfil metabolomico para los diversos grupos de

estudio por medio de la identificacion de 14 metabolitos diferenciales.

El estudio PLS-DA a traves de su imagen tridimensional permitié diferenciar
entre: control sano de los grupos con y sin encefalopatia; HSE de EHM y WH1-2

pero no permitié diferenciar entre WH1 y WH2.

Las vias metabdlicas que tuvieron significancia estadistica e impacto
asociadas a algunos de los 14 metabolitos diferenciales fueron la via del
metabolismo de la glicina, serina y treonina, asi como la via del metabolismo del

glutation.
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CAPITULO Il

INTRODUCCION

2.1. Definicién encefalopatia hepatica

La encefalopatia hepética (EH) es caracterizada por alteraciones cognitivas
y motoras las cuales se pueden presentar con diferentes grados de severidad. Estas
alteraciones neuroldgicas son caracteristicas casi patognomonicas de la cirrosis en
etapas avanzadas y su manifestacion indica un deterioro en la condicion meédica.
Se ha descrito que de 10 a 14% de los sujetos con diagndstico reciente de cirrosis
presentan EH y que dicha prevalencia se incrementa a 16-21% en personas con
cirrosis descompensada. Se ha reportado una mortalidad del 50% en el primer afio

posterior al diagndéstico de la entidad clinicamente evidente (Wijdicks, 2016).

Los sintomas neurologicos pueden aparecer en el curso de una agudizacion
de una insuficiencia hepatica preestablecida. Sin embargo, puede presentarse en el
contexto de una persona con un higado sano previo al momento del dafio agudo.
La EH tiende a iniciar con una disminucion del estado de alerta, somnolencia y
aumento de la cantidad de bostezos. En algunas personas puede manifestarse con

estados maniacos o hipomaniacos e irritabilidad en un inicio (Jiménez, 2010).
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2.2. Clasificacion de la encefalopatia hepatica

La escala de West Haven (WH) es utilizada para valoracion clinica de la
severidad de la EH. Se divide en cuatro etapas clinicas y se ha descrito una fase
preclinica conocida como encefalopatia hepéatica minima (EHM). Las caracteristicas
clinicas previamente mencionadas se describen en las primeras dos fases de la
escala de WH. Mientras que en las fases tres y cuatro hay una franca alteracién de
la consciencia, con atencién fluctuante y respuestas lentas, si es que llegan a
presentarse. Existe desorientacion marcada y comportamiento aberrante que puede
llegar a la fase final de coma. A continuacion, se presenta la escala de WH en la
tabla 1 (Jiménez, 2010).

Tabla 1. Escala de West Haven (WH) para la valoracion clinica de la severidad

de la encefalopatia hepatica.

Grado de Estado de Funcion Cambios de Anormalidades
encefalopatia | conciencia intelectual personalidad neuromusculares
0= Normal Sin anormalidades Sin Sin Sin anormalidades
anormalidades | anormalidades
1= cambios | Patron invertido de | Alteraciones Euforia, Temblor,
leves suefio, en el célculo, | depresion, alteracion de la
insomnio/hipersomnia | periodos irritabilidad concentracion,
cortos de Asterixis grado 1
atencion
2= cambios | Respuesta lenta, | Amnesia  de | Cambios de | Asterixis grado 2-
moderados letargo eventos personalidad, 3, hiperrelfexia,
recientes, ansiedad, ataxia, dificultad
desorientacién | apatia, para hablar
en tiempo comportamiento
inapropiado
3= cambios | Somnolencia, Incapacidad Comportamiento | Clonus, rigidez,
severos semiestupor, para el célculo, | bizarro, nistagmos,
confusion desorientacién | paranoia, ira Babinski
en lugar
4= coma Estupor, inconciencia | Sin intelecto Ninguno Coma, midriasis,
opistétonos

Adaptada de: “Diagnéstico y Tratamiento de la Encefalopatia Hepatica en el Adulto” Guia
de Practica Clinica IMSS-685-13.

17



Es importante sefialar que en estudios previos se ha relacionado la
variabilidad inter observador e inter sitio de la aplicacion de esta escala a la
severidad del paciente con alteracién neurolégica en el cual se presupone EH como
principal sospecha diagnostica. Se ha visto que estas variabilidades son aceptables
para el diagnostico de las fases Il a IV. Sin embargo, el diagnéstico de la fase | por

medio de esta presenta una alta variabilidad (Cérdoba, 2011).

La EH representa un reto en términos de clasificacion. A este respecto, la
Asociaciéon Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas y la
Asociacion Europea para el Estudio del Higado (AASLD/EASL, por sus siglas en
inglés, respectivamente), han establecido criterios clinicos para la correcta
categorizacion del paciente con EH, los cuales se pueden observar en la Tabla 2.
Tabla 2. Descripcion de la Encefalopatia Hepéatica segun los criterios de la

Asociacion Americana para el estudio de las Enfermedades

Hepaticas/Asociacion Europea para el Estudio del Higado 2014.

Tipo Grado Temporalidad | Espontanea vs
Precipitada
A EHM EH Episodica Espontanea
1 Cubierta
B 2 EH Recurrente
3 evidente Precipitada
C 4 Persistente

EHM (encefalopatia hepatica minima), EH (encefalopatia hepéatica)
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Los tipos A, B 'y C denotan la asociacion de la EH con una Falla Hepatica
Aguda (A), con un bypass o shunt portosistémico (B) o con cirrosis (C). Se han
utilizado los términos encefalopatia hepatica cubierta para designar a los estadios
de EHMYy el grado | de la clasificacion de WH. De la misma manera, la encefalopatia
evidente abarcaria los grados 2, 3 y 4 de la misma clasificacion. Se refiere a EH
episodica aquella que ocurre en momentos con una distancia temporal mayor a 6
meses. Cuando es menor a este tiempo se le denomina recurrente, y persistente es
cuando el estado neuroldgico alterado esta la mayoria del tiempo (AASLD/EASL,

2014).

2.3. Pruebas neuropsicologicas

Es de importancia el reconocimiento de la EHM, la cual es definida por la
evidencia de alteraciones neuropsiquiatricas en algunas baterias de pruebas
neuropsicolégicas, sin sintomas clinicos evidentes. Entre estas pruebas se
encuentra el PHES (Psychometric Hepatic Encephalopathy Score), con multiples
subclasificaciones asociadas a conexion numeérica y organizacion de figuras. Esta
prueba ha sido validada en multiples estudios de pacientes con cirrosis y pacientes
de habla hispana. Ademas tiene la ventaja de que el tiempo de aplicacién es corto.
Otras pruebas utilizan mediciones psicofisicas, como el caso de la frecuencia critica
de parpadeo (Critical Flicker Frecuency, CFF), la cual evalta la atencidon en general
y se ha demostrado que identifica a los pacientes con un PHES anormal. Para su
realizacion se requiere de por lo menos un equipo de realidad virtual. De forma

global, estas pruebas tienen la desventaja de que el tiempo necesario para su
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implementacion es mayor a lo deseado para una consulta individual; y que su
realizacion se afecta por el consumo de alcohol o drogas, las cuales son situaciones
no infrecuentes en pacientes con enfermedad hepatica (Jiménez, 2010) (Cérdoba,

2011) (Romero, 2006).

2.4. Factores precipitantes y fisiopatologia

Se han descrito multiples factores precipitantes para la EH, los cuales se

muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Factores precipitantes para EH en orden decreciente.

EH episddica EH recurrente
Infecciones Trastornos electroliticos
Sangrado gastrointestinal Infecciones

Sobredosis de diuréticos Sin identificar

Trastornos electroliticos Constipacion
Constipacion Sobredosis de diuréticos
Sin identificar Sangrado gastrointestinal

EH (encefalopatia hepatica)

La fisiopatologia no se ha logrado determinar de forma precisa, con diversas
teorias que no han podido utilizarse confiablemente en la practica clinica.
Historicamente, el amonio derivado del metabolismo alterado de la urea ha sido
reconocido como metabolito participante de la fisiopatologia. Las bacterias
presentes en el colon y enzimas mucosas digieren las cadenas proteicas, liberando
amonio desde el intestino, que posteriormente entra a la circulacién portal y se
convierte a urea en el higado. Cuando los mecanismos del ciclo de la urea fallan,
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como en la insuficiencia hepética, este amonio se acumula y se libera a la
circulaciéon sistémica. En el sistema nervioso central (SNC), los niveles altos de
amonio cruzan la barrera hemato-encefélica, dentro del cual los astrocitos, a través
de la sintetasa de glutamina, lo convierten junto con el glutamato en glutamina, la
cual actia como osmolito e incrementa el volumen cerebral. También se ha
estudiado el efecto del amonio como neurotoxina que disminuye la
neurotransmision excitatoria. Sin embargo, los estudios realizados con éste han
fallado en mostrar alguna utilidad diagnéstica o terapéutica del mismo (Wijdicks,

2016).

2.5. Definicion metabolomica

La metabolémica es considerada el punto final del orden jerarquico de la
cascada de las ciencias “0micas” y se encuentra en el nivel de la gendmica,
transcriptomica y protedmica. La metabolomica se define como la disciplina
cientifica encargada de estudiar pequefias moléculas denominadas metabolitos,
definidos como aquellas moléculas organicas menores a 1,500 Daltons, que pueden
ser importantes moduladores, sustratos, subproductos o bloques de construccion
de diversos procesos bioldgicos. Por medio de su estudio es posible caracterizar el
complemento de moléculas pequefias de una muestra determinada y correlacionar
las redes metabdlicas en condiciones normales y patoldgicas, de manera cualitativa

y cuantitativa (Riekeberg, 2017) (Ballarobre, 2013).

21



Las técnicas mas utilizadas para estudios de aproximacion metabolémica
son las cromatografias de liquidos (CL) y gases (CG), la espectrometria de masas
(EM) y la resonancia magnética nuclear de protén (*HRMN). Cada plataforma tiene

fortalezas y debilidades, a continuacién se presenta una tabla comparativa entre la

IHRMN y la EM (Gowda, 2008) (Zul, 2022).

Tabla 4. Comparacion de caracteristicas analiticas entre *HRMN y EM.

'HRMN CL-EM

Preparacion de la Nula-minima Minima-moderada
muestra
Volumen de muestra 200-800 pL <1puL
tipico
Intervalo de deteccion HM-mM MM-pM
tipico
Tipo de metabolitos Todo tipo de compuestos | Todo tipo de compuestos
identificados gue contengan atomos de | capaces de formar iones

hidrogeno estables
Numero de Moderado (Decenas- Muy alto (Decenas-
metabolitos Centenas) Millares)
identificado por
analisis

Cuantificacion

Medianes multiples tipos de
estandar externo o interno

Mediante estandar
externo o interno,
aunqgue con diversas
limitaciones

Tiempo de analisis

Minimo 2 minutos (mas el

Variable y dependiente

muestra

instrumental tiempo equilibrio térmico) del método de
separacion

Reproducibilidad Muy alta Moderada a baja

Recuperacion de la Muy alta Nula
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2.6. Analisis metabolémico basado en THRMN

La 'HRMN es una técnica empleada en la quimica analitica principalmente
para la elucidacion estructural de las moléculas. Las sefiales observadas en el
espectro de 'HRMN estan relacionadas con la composicién de la mezcla y a partir
de un andlisis cuidadoso es posible identificar las sefiales caracteristicas de los
metabolitos mayoritarios presentes. Dado el gran nimero de sefiales que son
detectadas de forma simultdnea, para establecer si existen diferencias en la
composicion de los metabolitos presentes, es necesario aplicar métodos de
estadistica multivariable. Algunos de los métodos mas utilizados por su
accesibilidad y correlacion son el analisis de componentes principales (PCA) y
métodos jerarquicos de analisis de cluster (HCA) como métodos no supervisados y
el de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) como métodos supervisados

(Cambiaghi, 2016).

A continuacién, se muestra un espectro de tHRMN de una muestra de suero

de un paciente con hepatocarcinoma (Fages, 2015).
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Figura 1. Espectro de 'H-RMN (800 MHz, CPMG) del suero de un paciente con
hepatocarcinoma celular. En el espectro destaca por su marcada intensidad la sefal del
lactato, sin embargo, las sefiales de otros metabolitos son facilmente distinguibles como

carbohidratos, aminoacidos y lipidos.

2.7. Metaboldémicay hepatopatia crénica

Se ha demostrado el uso potencial de la metabolémica en la produccion de
perfiles metabdlicos para su uso como modelos diagndsticos y terapéuticos. En lo
gue concierne a la EH, Dabos et al. compararon en el 2015 el perfil metabolémico
de 18 pacientes con cirrosis sin diagnostico de EH, 18 pacientes con cirrosis y EH
y 17 controles sanos mediante espectroscopia por tHRMN. Se demostré que existia
un aumento en el lactato y otros 5 aminoacidos involucrados en la gluconeogénesis
gue indicaban una alteracion de la produccion de energia en pacientes con
hepatopatia con y sin EH en comparacion con los sujetos sanos, asi como un
aumento del acetoacetato en pacientes con EH en comparacion con aquellos sin
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EH, de manera significativa, demostrando una alteracion franca en la manera en
gue se utilizan las cetonas entre los grupos, lo cual sugiere un dafio a nivel de la
cetogénesis en la EH. De igual manera, se definié un perfil de 4 metabolitos que,
cuando su suma era menor a 1.5 milimoles/litro, tenia una sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de 84%, 88%, 89%
y 83%, respectivamente. Lo interesante es la creacion de perfiles metabdlicos
potencialmente medibles que ayuden a abordar al paciente que llega con datos
clinicos de encefalopatia y que, podrian aislar causas externas en determinado
momento. Se ha investigado también la diferencia en el perfil metabolomico de
pacientes con EHM con controles sin EH. Jiménez et al., compararon el perfil
metabolémico sérico de 69 controles, 62 pacientes con cirrosis sin EH subclinica y
39 pacientes con EH subclinica por medio de espectrometria de *HRMN. Los
pacientes con EHM presentaron concentraciones mayores de glucosa, lactato,
metionina, N-Oxido de trimetilamina (TMAQO) y glicerol y menores de colina,
aminoacidos ramificados, alanina, glicina, acetoacetato, N-Acetil-cisteina,
concluyendo que existe una diferencia marcada entre multiples metabolitos en
pacientes con y sin EH, aumentando la necesidad de la utilizacion de la
espectrometria por tHRMN con la intencién de generar dianas moleculares (Dabos,

2015) (Jiménez, 2010).

Lamentablemente, en nuestro pais, no se han realizado estudios de este tipo
gue describan las caracteristicas de la EH a nivel molecular, y que pueden estar

asociadas a la progresion.
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2.8. Justificacion

La identificacion clinica de la EH cominmente es tardia y el uso de pruebas
neuropsicolégicas requiere de mucho tiempo y son poco precisas. La medicién
simple de un pardmetro en sangre periférica que objetivamente refleje la presencia
de EH en paciente con cirrosis hepética seria muy deseable en la practica clinica
diaria. Establecer un conjunto de metabolitos asociados con el desarrollo de esta

enfermedad ayudaria a crear hipétesis diagnésticas, prondsticas y terapéuticas.

El estudio metabolémico por espectrometria de *HRMN representa una
estrategia, con ventajas tales como la posibilidad de deteccion de numerosos tipos

de metabolitos con una minima preparacion de la muestra.

Es por esto que establecer los perfiles metabolomicos por esta metodologia
en el suero de pacientes con EH permitira caracterizar las distintas fases clinicas y

plantear hipotesis moleculares utiles en el abordaje de esta enfermedad.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS

3.1. Hipotesis Verdadera

Existe diferencia en los perfiles metabolomicos dependiendo del grado de

encefalopatia hepatica.

3.2. Hipotesis Nula

No existe diferencia en los perfiles metabolémicos dependiendo del grado de

encefalopatia hepatica.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Caracterizar el perfil metabolémico sérico de diversos estadios clinicos de

severidad de la EH mediante *HRMN, y establecer diferencias entre grupos.

4.2. Objetivos Especificos

Identificar pacientes con EH en el periodo agudo de su hospitalizacion o en
consulta externa y estadificarlos segun la escala clinica de WH o valoracion
neuropsicolégica, ademas de evaluar marcadores bioquimicos vy

hematoldgicos después de ser clasificados.

Obtener el perfil metabolémico por 'HRMN de suero de pacientes con
diversos estadios de EH, pacientes con hepatopatia cronica sin EH y
controles sanos.

Analizar los perfiles metaboldmicos de diversos estadios de la EH y comparar
contra el grupo control de hepatopatia crénica sin EH y contra controles
sanos.

Establecer las vias metabdlicas implicadas en los grupos de pacientes con

EH.
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS

5.1. Diseio metodoldgico

Estudio de tipo observacional, comparativo, analitico y de corte transversal;
el cual fue realizado en la Unidad de Higado, el area de hospitalizacion del
Departamento de Medicina Interna, servicio de Urgencias y en el Laboratorio de
Resonancia Magnética Nuclear del Departamento de Quimica Analitica de la
Facultad de Medicina de la UANL del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio
Gonzalez y en colaboracion con la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad

Xochimilco.

5.2. Seleccion y Tamafo de la muestra

Para establecer el perfil metabolémico sérico de pacientes con hepatopatia
cronica con y sin encefalopatia, fue preciso contar con la disponibilidad de grupos
de pacientes que estén diagnosticados con esta patologia y que fueron clasificados

de acuerdo a la etapa clinica de WH o bien por pruebas neuropsicolégicas.

Los grupos de pacientes invitados a participar fueron del servicio de
urgencias, del area de hospitalizacion del servicio de Medicina Interna, de la

consulta de Unidad de Higado o bien de la consulta de Medicina Interna del Hospital
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Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la UANL. Ademds se compararon con

un grupo de controles sanos.

Se clasificaron en 4 grupos con una n total a conveniencia.

Pacientes con EHM o EH grado | de la escala de WH. (WH1)

Pacientes con EH grado Il de la escala de WH. (WH2)

Pacientes con hepatopatia cronica, sin alteraciones neuropsicolégicas y por
lo tanto cognitivamente integro. (HSE)

Sujetos sin enfermedad hepatica y sin encefalopatia.

5.3. Aprobacion por el comité de ética

El estudio fue aprobado por el comité de ética institucional con el registro:

MI19-00007.

5.4. Criterios de inclusion

Pacientes mayores de 18 afios.

Diagndstico de hepatopatia crénica de cualquier etiologia y ausencia total de

la misma.
Diagnostico de EH en grado de severidad 1 o 2 o ausencia de la misma

determinado mediante prueba neuropsicolégica.
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Pacientes que ingresaron al servicio de urgencias o consulta externa de
Medicina Interna o Unidad de Higado del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” UANL.

Firma de consentimiento informado.

5.5. Criterios de exclusion

Pacientes con alteracion del estado de la consciencia con duda diagnéstica,
en los que no se descartaron causas secundarias que pudieron causar o
agravar EH, tales como: traumatismo craneoencefalico, sangrado
intracraneal, sindrome urémico, infeccion del SNC, intoxicacion.

Pacientes con EH por insuficiencia hepética aguda.

Pacientes que no contaran con laboratorios generales debido a cualquier
causa.

En el grupo 4, se excluyeron sujetos con una condicidon comérbida aguda que
alterd el andlisis de los resultados, asi como aquellos con alteracion de las

pruebas de funcién hepéatica por cualquier causa.

5.6. Variables

Datos demograficos: edad, sexo.
Datos antropométricos: peso, IMC.
Pardmetros hematolégicos y bioquimicos: hemoglobina, leucocitos,

plaquetas, glucosa, creatinina, aspartato aminotransferasa (AST), alanina
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aminotransferasa (ALT), bilirrubina total (BT), fosfatasa alcalina (FA),

albGmina.

5.7. Consentimiento informado

Para la aplicacion del consentimiento informado se determind que el
investigador principal o tesista explicara el contenido del consentimiento previo a la
inclusion del sujeto para posteriormente ser firmado por escrito. Se explico el estudio
qgue se realiz6 y aclar6 posibles dudas. Mismo consentimiento fue firmado por el
sujeto en cuestion y 2 testigos antes de realizar cualquier procedimiento. Finalmente
se proporcion6 una copia del consentimiento al sujeto y el otro fue anexado a la

carpeta de investigacion.

5.8. Procedimiento

Para el andlisis bioquimico se tomaron muestras de sangre en ayuno,
mientras que para las muestras que se usaron para el analisis metabolomico no se
requirié periodo de ayuno. Para las muestras que se usaron para el andlisis
bioquimico se siguieron los protocolos del Hospital Universitario, mientras que para
las muestras que se usaron para el analisis metabolémico se establecié como
maximo 1 hora entre la toma de la muestra y su refrigeracién para posteriormente

mantenerse a -80°C.
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5.9. Analisis metabolémico de suero por *HRMN.

Para la preparacion de las muestras para estudio de *HRMN se tom6 una
alicuota de 400 pL de suero a la que se le afiadieron 400 uL de buffer de fosfatos
0.2 M a pH 7.4 (Na2HPO4/NaH2PO4, Sigma-Aldrich, USA) al 20% de agua deuterada
(D20 al 0.75% TSP, Sigma-Aldrich, USA), se homogenizd mediante agitacidn vértex
por 30 segundos y posteriormente fueron criopreservadas a -80 °C hasta su analisis
por tHRMN. Los experimentos de *HRMN se realizaron en un equipo Aligent de 600
MHz. (Figura 2) Los datos de *HRMN se obtuvieron a través del experimento Carr-
Purcell-Meibomm-Gill (CPMG) con presaturacion, que permite eliminar la deteccion
de la sefial del agua y filtrar las sefales de las proteinas presentes en el suero
aprovechando las diferencias de relacion entre estas macromoléculas y los
metabolitos. Los espectros de 'HRMN se pre-procesaron con el software
MestReNova 14.3.0. Para la identificacion de metabolitos diferenciales se ultilizo el
software Chenomx NMR Suite 9.0 Professional, lo que permitio realizar la
asignacion de las sefales con datos previamente reportados en la literatura que
fueron verificados con valores de constantes de acoplamiento de 'H y datos de
desplazamiento quimico de '3C a partir del espectro HSQC de muestras

seleccionadas (Psychogios, 2011).

uw.;if‘»’é"

g

Figura 2. Esquema de la preparacion y procedimiento para generacion del espectro.
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5.10. Cuantificacion de metabolitos

Se tomaron en cuenta los metabolitos identificados previamente que
presentaron una sefal que fuera posible cuantificar y fueron integrados de forma
manual con el software TopSpin 3.6. Se determind una concentracion relativa de los
metabolitos empleando el analisis estadistico multivaribale de los cocientes de
concentracion metabolito/creatinina en la plataforma MetaboAnalyst obteniendo los
datos de entrada para la construccién del modelo y empleando posteriormente el

método PLS-DA.

5.11. Analisis de datos

Todos los datos fueron capturados en una base de datos a través del paquete
Excel y se realizd6 un analisis descriptivo y analisis bivariado para comparar
caracteristicas poblacionales basicas. Para la ejecucion estadistica se utilizo el
software estadistico R version 4.0. Un valor de p<0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Se analizaron 65 sujetos en el estudio que fueron asignados en grupos de
acuerdo a su estadificacion clinica empleando la escala de WH o empleando la
prueba de PHES, como se muestra en la Figura 3. A los cuales se analizaron los
siguientes parametros hematoldgicos y marcadores bioquimicos: hemoglobina,
leucocitos, plaquetas, glucosa, creatinina, AST, ALT, BT, FA y albdmina.

Posteriormente se analizé a estos grupos el perfil metabolomico.

65 sujetos
I
[ I I |
15 18 20 12
L L L EHM (11) L
Controles HSE WH2
WH1 (9)

Figura 3. Grupos de estudio para el andlisis hematoldgico, bioguimico y metabolémico.
HSE (hepatopatia sin encefalopatia), EHM/WH1 (encefalopatia hepéatica minima/West
Haven 1), WH2 (West Haven 2).
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6.1. Parametros antropomeétricos.

De los 65 sujetos analizados en este estudio, 21 fueron mujeres (32.3%) y
44 hombres (67.7%). La mediana de edad fue de 48 afios en la poblacion total, con
una mediana de 21 afios en el grupo control, 39 afios en el grupo de paciente con
HSE, 45 afos en el grupo de pacientes con EHM y WH1 y 53 afios en el grupo de
pacientes con encefalopatia WH2. En la tabla 5 se muestran las caracteristicas de
cada grupo.

Tabla 5. Caracteristicas demograficas clasificadas por grupos de acuerdo
a grado de encefalopatia.

21 5(20.0-23.0) 39.5(30.0-49.0) 45.7(34.0-55.5) 53.7(41.0-58.0) <0.001
- 75.0(65.2-82.1) 72.8(65.0-79.5) 70.0(65.0-80.0)  75.0(68.1-78.5) 0.65
- 25.4(24.5-28.1) 26.4(24.2-27.6) 25.4(23.7-28.1) 26.1(24.7-27.8) 0.94

HSE (hepatopatia sin encefalopatia), EHM/WH1 (encefalopatia hepatica minima/West
Haven 1), WH2 (West Haven 2).

6.2. Parametros hematoldgicos y bioquimicos

Los parametros hematologicos y bioquimicos analizados fueron
hemoglobina, leucocitos, plaquetas, glucosa, creatinina, AST, ALT, BT, FA y

albumina.

En el grupo total se obtuvo una mediana de hemoglobina de 11.5 g/dL,

leucocitos 5,600 células/uL, plaguetas 120,000 células/pL, glucosa de 95 mg/dL,
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creatinina 0.9 mg/dL, AST 38 U/L, ALT 25 U/L, BT 1.25 mg/dL, FA 104 U/L y

albumina 3 g/dL. En la tabla 6 se reportan las medianas y rangos intercuartiles de

los parametros hematoldgicos y bioquimicos previamente mencionados.

Tabla 6. Parametros hematolégicos y bioquimicos de los 4 grupos de

_ 14.4(11.2-14.7) 8.7(7.1-10.6) 8.0(6.0-9.3) 8.8(7.6-10.4) <0.001
223,000(218,500- 118,500(72,250- 87,500(56,400- 108,000(99,250- <0.001

253,500) 146,750) 120,000) 143,500)
_ 5,700(5,300-7,450) 5,250(3,972-7,395) 4,350(2,660-6,680) 8,060(5,675-11,625) 0.06

93.0(88.5-97.0) 103.5(90.2-120.2) 98.0(84.5-134.0) 97.0(86.7-133.2) 0.54

1.0(0.9-1.1) 0.7(0.6-0.8) 0.8(0.6-0.9) 1.0(0.6-1.7) 0.004

_ 27.0(23.5-29.5) 43.5(31.2-68.7) 37.0(31.5-71.0) 62.5(50.0-83.0) <.001
_ 22.0(16.0-29.0) 27.5(24.0-38.5) 23.5(17.0-40.5) 25.0(19.5-29.5) 0.22
_ 0.6(0.4-0.7) 1.3(0.9-2.5) 1.7(0.9-2.3) 2.3(1.5-3.3) <.001
_ 74.0(68.0-92.0) 112.0(81.5-159.5) 108.0(68.0-142.2) 138.5(76.2-209.0) 0.04
_ 4.5(4.4-4.7) 3.0(2.1-4.0) 2.9(2.4-3.0) 2.1(1.5-2.7) <.001

HSE (hepatopatia sin encefalopatia), EHM/WH1 (encefalopatia hepéatica minima/West
Haven 1), WH2 (West Haven 2), AST (aspartato aminotransferasa), ALT (alanina

aminotransferasa), BT (bilirrubina total), FA (fosfatasa alcalina).

Al realizar un analisis estadistico post hoc para evaluar las diferencias entre
los grupos se obtuvieron los siguientes resultados hematolégicos (Figura 4) y

bioquimicos (Figura 5) significativamente diferentes:

e Hemoglobina: Control vs HSE p=0.001; Control vs EHM/WH1 y WH2 p<0.001.

No hubo significancia estadistica entre los grupos HSE, EHM/WH1 y WH2.
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Plaquetas: Control vs HSE p=0.001; Control vs EHM/WH1 p<0.001; Control vs
WH2 p=0.001. No hubo diferencias entre los grupos HSE, EHM/WH1 y WH2.
Creatinina: Control vs HSE p=0.001; Control vs EHM/WH1 p=0.01. No hubo
significancia estadistica entre Control y WH2 ni entre los grupos HSE, EHM/WH1
y WH2.

AST: Control vs HSE p=0.01; Control vs EHM/WH1 p=0.01; Control vs WH2
p<0.001. No hubo diferencias entre los grupos HSE, EHM/WH1 y WH2.
Fosfatasa alcalina: no hubo diferencias entre grupos.

Bilirrubina total: Control vs HSE p=0.001; Control vs EHM/WH1 p<0.001; Control
vs WH2 p<0.001. No hubo significancia estadistica entre los grupos HSE,
EHM/WH1 y WH2.

Albumina: Control vs HSE p<0.001; Control vs EHM/WH1 p<0.001; Control vs

WH2 p<0.001. No hubo significancia estadistica entre los demas grupos.
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Figura 4. Comparacién de parametros hematolégicos en los diversos grupos de estudio.

Se realiz6 un analisis de Kruskal-Wallis.
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Figura 5. Comparacion de parametros bioquimicos en los diversos grupos de estudio.
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6.3. Perfil metabolédmico

En la figura 6 se muestra un espectro de *H-RMN de suero identificAndose

gue cada sefial corresponde a las sefales de los diferentes metabolitos medidos en
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esta muestra bioldgica.

T ER

Figura 6. Espectro de *H-RMN de suero de un paciente con EH (400 MHz, 10% D,0), en
donde se observan las sefiales caracteristicas de los metabolitos presentes en este
biofluido.

En lafigura 7 se observan los espectros de tHRMN de los 65 sujetos incluidos

en los diversos grupos de estudio.
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Figura 7. Perfil metabolémico de suero por *HRMN de todos los sujetos de estudio.
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6.4. Identificacion de los metabolitos

Al analizar los espectros de HRMN del suero se identificaron diversos
metabolitos. En las figuras 8 a la 12 se muestra un ejemplo de los espectros tanto
del grupo control sano, asi como de los pacientes con hepatopatia con y sin

encefalopatia.
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Figura 8. Espectro de *HRMN en suero de un control sano.

42



003-SJMG  Sin encefalopatia

25

50x
40 40 18
33
23 23
17 “ ”
T T T T T ’ T - T T T T
85 80 75 70 65 5 4 3 2 1
3-Hydroxybutyrate Betaine Cystei Glycine Methanol
ysteine ycl Pyruvate

1 (600.00 MH2) 8 (600.00 MHz) 1 5 (600.00 MH2) 2 (600.00 MHz) 2 9 (600.00 MHz) 3 6. (600.00 MH2)

3-Hydroxyisobutyrate Camitine Dimeth Histidi Methionine i

yl sulfone . ne . Serine

2 (600.00 MHz) 9 (600.00 MH2) 1 6 . (600.00 MHz) 2 3 (600.00 MHz) 3 0 (600.00 MH2) 3 7 (600.00 MH2)

Acetate Choline Formate Isoleucine . N-Acetylglutamine Threoni

reonine

3 (600.00 MHz) 1 O (600.00 MHz2) 1 7 (600.00 MHz2) 2 4 (600.00 MH2) 3 1 (600.00 MH2) 3 8 (600.00 MH2)

Acetoacetate Citrate Glucose Lactate Omithine i i i

Trimethylamine N-oxide

4 (600.00 MHz) 1 1 (600.00 MHz) 1 8 (600.00 MH2) 2 5 (600.00 MHz) 3 2 (600.00 MHz) 3 9 (60000 rruz)

Acetone Creatine Glutamate Leucine Phenylalanine -
5 (600.00 MHz) 1 2 (600.00 MH2) 1 9 (600.00 MH2) 2 6 (600.00 MH2) 3 3 (600.00 MHz) 40. ;‘g’zg‘:‘” )

I 2

Alanine Creatine phosphate . Glutamine Lysine Proline i

6 (60000 MH2) 1 3 . (600.00 MH2) 2 O (600.00 MH2) 2 7 . (600.00 MH2) 3 4. (600.00 MHz) 4 1. \;?,tn;)
o .00 MH;

7 . Arginine 1 4. Creatinine 2 1 . Glycerol 2 8 Mannose 3 5 Propylene glycol ( 2)

(600.00 MHz) (600.00 MHz) (600.00 MHz) (600.00 MH2) (600.00 MH2)

Figura 9. Espectro de 'HRMN en suero de un paciente sin encefalopatia.
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Figura 10. Espectro de *HRMN en suero de un paciente con EHM.
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En las figuras 13 y 14 se muestran los espectros por *HRMN separados de
acuerdo a los diversos grupos de estudio donde llama la atencién como se modifican

las sefales de citrato, piruvato, valina, formiato, histidina, fenilalanina y tirosina.
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Figura 13. Ejemplos de metabolitos que tienen diferencia de concentracién entre los

grupos.
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Figura 14. Perfil metabolémico de suero por *HRMN de los diversos grupos de estudio.

Para cada grupo se hizo una seleccion de espectros representativos.

6.5. Cuantificacion de los metabolitos

Aunque se identificaron diversos metabolitos en los grupos de estudio solo
fue posible cuantificar metabolitos que cumplian con las condiciones de presentar
al menos una sefial de buena relacion sefial/ruido y con poco o ningun solapamiento

con sefiales adyacentes.

Posterior a la identificacion se cuantificaron diversos metabolitos empleando
los cocientes de concentracidn metabolito/creatinina. En la Figura 15 se muestra los
diversos metabolitos posterior a la normalizacion de las concentraciones de estos

mismos.
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Figura 15. Metabolitos cuantificados en los grupos de estudio y magnificados empleando

un autoescalado.

En la Figura 16 se observan los graficos obtenidos al realizar el estudio del

PLS-DA donde al comparar el componente 1 con el componente 2 y de este tipo de

estudio se observa una diferencia evidente entre sujetos del grupo control con los

grupos con HSE y EHM, sin embargo, no se observa diferenciacion entre WH1 y

WH2, mientras que al comparar el componente 2 con el componente 3 se logra

separar en forma mas evidente a los pacientes con EHM de los demas grupos.

47




Component2 ( 153 %)

EMH

WH1
WH2

Component 1 (542 %)

Component3 (7.4%)
o

SH
WH1
WH2

Component 1 (542 %)

Figura 16. Gréfico de PLS-DA de los diversos grupos de estudio.

Al transferir estos datos a una imagen tridimensional se logré identificar de

forma mas precisa las diferencias entre los diversos grupos, logrando evidenciar 14

metabolitos que permitieron diferenciar a los grupos de acuerdo a sus

concentraciones (Figura 17).
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Figura 17. (A) Imagen tridimensional de los datos obtenidos por PLS-DA en los diversos

grupos de estudio. (B) Metabolitos que permitieron diferenciar de acuerdo a su

concentracion a estos grupos.
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6.6. Vias metabdlicas implicadas

Por medio de la plataforma MetaboAnalyst se identificaron las vias
metabdlicas en las que estan implicados los metabolitos diferenciales previamente
sefialados. (Figura 18) Se logré identificar dos vias metabdlicas significativas y con
impacto las cuales fueron la via del metabolismo de la glicina, serina y treonina, asi

como la via del metabolismo del glutation.

Overview of Pathway Analysis

29 ® Pathway Name Match Status P -logip) Holm p FOR Impact
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 8jag 20967E-10  9.6785 17612E-8  17612E-8 0.0
= valine, leucine and isoleucine biosynthesis 3/8 1.9458E-5 47108 0.0016161 _ B1726E-4 0.0
| Glycine, serine and threonine metabolism 333 0.0016988 27699 01393 0.047566 0.24577
_ e Metabolismo de Pantothenate and CoA biosynthesis 219 0.0087365  2.0687 0.70768 0.18347 0.0
9: Metabolismo de Gly, Ser, Thr | Glutathione metabolism 2128 0.018578 1731 10 0.3121 0.09216
- <d glutatitiona \ Valine, leucine and isoleucine degradation 2/40 0.036404 14388 10 0.45796 0.0
N Synthesis and degradation of ketone badies 15 0.038163 14134 1.0 0.45796 0.0
. Thiamine metabolism W7 0.053051 12753 1.0 055704 0.0

Figura 18. Vias metabdlicas implicadas de acuerdo a los metabolitos diferenciales.
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CAPITULO VII

DISCUSION

Diversos estudios han analizado parametros hematoldgicos y bioquimicos
entre pacientes con hepatopatia con y sin encefalopatia. Coskun et al. compararon
grupos de paciente con hepatopatia con y sin EHM y lograron identificar que no
habia diferencias entre los grupos en los parametros hematologicos de
hemoglobina, leucocitos y plaguetas; igualmente estos mismos autores reportaron
gue no habia diferencias en las concentraciones de AST, ALT y albumina al
comparar los mismos grupos. Por otra parte, Zhang et al. reportaron que no habia
diferencias en las concentraciones de albumina y de bilirrubina total al comparar
pacientes con encefalopatia hepatica leve y pacientes con HSE. Por otra parte, Rey
et al. analizaron la concentracion de hemoglobina, conteo de leucocitos y conteo de
plaquetas y reportaron que estos parametros hematoldégicos no permitian
diferenciar a los grupos de pacientes clasificados como Child-Pugh A y B de
aquellos pacientes clasificados como Child-Pugh C; de la misma manera analizaron
la concentracién de creatinina y determinaron que no habia diferencias entre los
grupos mencionados. Jeong et al. compararon pacientes con hepatopatia con y sin
EHM y reportaron no habia diferencia entre los grupos en los niveles de plaguetas,
albamina vy bilirrubina total. En el presente estudio con respecto a los marcadores
hematoldgicos y bioquimicos, estos permitieron diferenciar al grupo control de los

grupos con hepatopatia, sin embargo, llama la atencién la perdida de significancia
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estadistica al momento de comparar los grupos de pacientes con hepatopatia con
diferentes grados de encefalopatia, de ahi la importancia de encontrar otros
marcadores bioquimicos empleando las tecnologias 6micas (Coskun, 2017) (Zhang,

2021) (Rey, 2021) (Jeong, 2017).

Se ha descrito diversos estudios donde se han identificado una serie de
metabolitos que han permitido diferenciar a pacientes cirroticos con y sin EH. Estos
estudios han empleado diversas plataformas analiticas para establecer un peffil
metabolomico que permita diferenciar al paciente con hepatopatia de un sujeto
sano, asi como de los grados de EH. Empleando la plataforma de *HRMN diversos
estudios han sido realizados con este objetivo. Jiménez et al. describieron en suero
de pacientes con EHM por *HRMN un aumento de glucosa, lactato, metionina, N-
oxido de trimetilamina y glicerol asi como una reduccion de colina, BCAA, alanina,
glicina, acetoacetato, glicoproteinas alfa-acidas y lipidos al comparase con
pacientes sin EHM (Jiménez, 2010), a su vez Dabos et al. reportaron también en
suero por *tHRMN gque pacientes con cirrosis presentaban alteraciones significativas
del metabolismo de los cuerpos cetonicos, la sintesis de urea y la gluconeogénesis
en comparacion con sujetos sanos, reportandose concentraciones mas altas de
acetoacetato, p-hidroxibutarato, glutamato, lactato, piruvato, treonina, aspartato y
concentraciones mas bajas de glutamina, histidina y arginina asociadas a estas
vias; al comparar los pacientes cirréticos con y sin EH, también observaron un
mayor trastorno del metabolismo de los cuerpos cetonicos y de la produccién
alterada de glutamina reportando niveles bajos en los pacientes con EH de j-

hidroxibutirato, glutamina, glicerol, mioinositol y niveles altos de acetoacetato,
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leucina e isoleucina implicados en estas vias. Este estudio logr6 mediante un
andlisis discriminante que los metabolitos tirosina, fenilalanina, metionina, piruvato
y glicina diferencian al cirrético del control sano, mientras que B-hidroxibutirato,
glutamina, glicerol y glutamato diferencian al paciente con EH del cirrético sin EH
(Dabos, 2015). Por otro lado, McPhail et al. reportaron que pacientes cirréticos
tenian niveles urinarios por tHRMN mas altos de 1-metilnicotinamida y niveles mas
bajos de hipurato, acetato, fenilacetilglicina y &cido N-metilnicotinico al comparase
con sujetos sanos, también describieron que cuando analizaron dentro de los
cirroticos a los pacientes con EH evidente (>WH2) estos también podrian
discriminarse de aquellos sin EH, con niveles mas altos de histidina, citrato y
creatinina. Sin embargo, el perfil metabdlico de *H-NMR urinario no discriminé a los
pacientes con EH de aquellos sin EH cubierta (<WH2), ni discrimind a los sujetos
sobre la base del resultado de PHES/EEG o la puntuacion MELD (McPhail, 2017).
Por otro lado, lebba et al. describieron en heces analizadas también por tHRMN que
en pacientes cirréticos los niveles fecales de metanol y treonina se asociaron
positivamente con la presencia de EH y que los niveles de n-butirato se asociaron
negativamente con la EH (lebba, 2018). También han sido descritos perfiles
metabolémicos en diversas matrices biolégicas empleando otras herramientas
analiticas en pacientes con hepatopatia con y sin EH. Bajaj et al. analizaron
muestras de suero y de orina por CL/EM de pacientes que desarrollaron
encefalopatia hepatica evidente y lograron identificar 228 metabolitos en suero de
los cuéles se reportaron los 20 metabolitos que permitieron discriminar de mejor

manera el desenlace de EH contra hospitalizacién, trasplante hepatico y muerte; los
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20 metabolitos en suero fueron soforosa, leucina, oxoprolina, isoleucina, acido
estearico, glicina, valina, &cido eicosenoico, &cido heptadecanoico, é&cido 3-
hidroxibutanoico, acido palmitico, acido lindlico, &cido linoleico, xilitol, &cido oleico,
acido 2-hidroxibutanoico, glutamina, 1-desoxieritritol, 4cido metilhexadecanoico,
alfa tocoferol, mientras que para las muestras de orina los 20 metabolitos fueron
xilitol, 5-metoxitriptamina, acido citrico, creatinina, &cido 2-hidroxi-2-metilbutanoico,
acido 2-hidroxivalérico, glutamina, acido glicélico, dodecano, &cido azelaico,
histidina, treitol 2, &cido glucurdnic-UDP, N-metilalanina, glicina TMS1x, acido 2,3-
dihidroxibutanoico NIST, butano -2,3-diol NIST, acido shikimico e inulotriosa 1
(Bajaj, 2019). A su vez Rubio et al., analizaron muestras de suero por CL/EM-EM
de 11 pacientes con hepatopatia e identificaron que al comprarse pacientes con y
sin EHM los pacientes con EHM tenian aumento en niveles de metionina, 3
esfingomielinas, 5 fosfatidilcolinas, octadecenoilcarnitina y disminucion de 17
fosfatidilcolinas, 2 lisofosfatidilcolinas, espermina, acido alfa-aminoadipico y valina
(Rubio, 2021). Por otra parte, Weiss et al. por medio de CL acoplada a EM de alta
resolucién utilizando muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) reportaron en
pacientes con EH un aumento de glutamina, acido glutamico, acido piroglutamico,
fenilacetilglutamina, glutamilglutamina, carnitina, acilcarnitinas, &cido 2-
hidroxivalérico, acido 3-hidroxi-2-metilbutanoico, acetilcitidina, acetilleucina,
acetilvalina, acetilalanina, acetilserina, acido acetamidobutanoico, fenilalanina,
tirosina, triptofano, &cido indolacético, &cido 5-hidroxiindolacético, acido
hidroxifenilactico, hidroxitriptéfano, quinurenina, acido aminomucaonico, metionina,
formilmetionina, sulfoxido de metionina, S-adenosilmetioninamina y gran aumento

de acidos biliares; igualmente identificaron una disminucion de alanina, creatina y
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taurina, sin identificarse cambios en los compuestos no acetilados de serina, leucina

y GABA, sin detectarse citidina (Weiss, 2016).

Como se puede observar en los estudios metabolémicos previamente
descritos por otros autores se han descrito diversos metabolitos de interés para
identificar los grados de severidad de la EH, sin embargo, ninguno de ellos ha sido
realizado en poblacion mexicana. En el presente estudio se logré identificar diversos
metabolitos. Respecto al lactato Jiménez et al. reportaron niveles elevados en EHM
comparado contra pacientes con HSE, esto mismo fue observado en el presente
estudio para este metabolito, ademas se identificé que hubo disminucion conforme
aumentaba la severidad de la encefalopatia (WH1 y WH2). Por otra parte, Dabos et
al. describieron también un aumento de lactato en pacientes con o sin encefalopatia
en comparacioén con controles sanos, esto mismo fue reportado en el presente
estudio donde también los controles sanos presentaron niveles mas bajos de este
metabolito pero con respecto sélo al grupo con HSE. Este mismo autor reportd
niveles altos de tirosina y fenilalanina en pacientes con hepatopatia en comparacion
con controles sanos, en el presente estudio se observo también que las sefales
respectivas de estos metabolitos se fueron incrementando conforme avanzaba el
grado de severidad de la encefalopatia, sin embargo al cuantificar estos metabolitos
y establecer el analisis quimiométrico ambos metabolitos no permitieron diferenciar
a los controles sanos del resto de los grupos ni tampoco entre l0s grupos con y sin
EH. Por otro lado, en el presente estudio un metabolito que es de llamar atencion
fue el formiato, el cual en los sujetos sanos asi como en el grupo HSE la sefal

espectroscopica observada fue mucho menor que en los grupos con algun grado de
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encefalopatia, por lo cual pudiera ser considerado un candidato ideal para
discriminar entre sujetos sanos o HSE de pacientes con algun grado de EH ya
establecida. Rubio et al. reportaron concentraciones bajas de valina en pacientes
con EHM comparados contra pacientes con HSE, en el presente estudio se observo
como la sefial de este metabolito se fue disminuyendo conforme avanzaba el grado
de severidad de encefalopatia, con una marcada disminucién en pacientes con EH
WH1 Y WH2, sin embargo los controles sanos presentaron niveles mas bajos que
los pacientes con HSE o EHM, esto contrasta con otros estudios que reportan
niveles de valina disminuidos en pacientes con EHM y pacientes con algun grado

de encefalopatia respecto a sujetos sanos (Dabos, 2015) (Jiménez, 2010).

Después de realizar la cuantificacion relativa en base al indice
metabolito/creatinina y aplicar el estudio quimiométrico PLS-DA preliminar en los
grupos de estudio se pudo establecer 14 metabolitos candidatos a diferenciar entre
los sujetos sanos vs pacientes con hepatopatia con y sin encefalopatia como la tau-
metilhistidina que aumenta en los pacientes con WH1 y WH2 y se ve disminuida
tanto en controles como en HSE y EHM. Otros metabolitos como la acetona, lisina,
glicerol, y serina permiten diferenciar a los controles sanos de los grupos con y sin
encefalopatia al estar mas aumentados en el grupo control sano. Mientras que la

treonina permitié diferenciar a los controles del grupo HSE al estar mas disminuida.

En el presente estudio se observé también que metabolitos como la prolina,
cisteina, treonina, alanina, 3-hidroxibutirato e isoleucina permitieron diferenciar al
estar mas aumentados a pacientes con EHM o HSE con respecto a los pacientes

con WH1 y WH2 donde sus niveles fueron claramente menores. La isoleucina ya ha
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sido reportada que permite diferenciar controles sanos de pacientes con
encefalopatia al presentar valores disminuidos con respecto a estos Ultimos, sin

embargo, no diferencia a sujetos sanos de los pacientes con HSE.

Por otro lado en el presente estudio, la glicina mostré un aumento en el grupo
con EHM con respecto al control pero disminuy6 en los grupos con WH1 y WH2,
esto concuerda con los reportado por Dabos et al. quienes reportaron un aumento
de glicina en pacientes con hepatopatia respecto a controles sanos y disminucion
también en los grupos con encefalopatia, sin embargo, nuestros hallazgos
contrastan respecto a este metabolito con lo reportado por Jiménez et al. quienes
describen niveles disminuidos de glicina en pacientes con EHM con respecto a

pacientes HSE.

Finalmente, al evaluar los 14 metabolitos diferenciales a través de la
plataforma de MetaboAnalyst se identificO que las vias metabdlicas en las cuales
estos estan implicados principalmente en los sujetos evaluados en el presente
estudio fueron la via del metabolismo de la glicina, serina y treonina, asi como la via

del metabolismo del glutation.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Parametros hematoldgicos permitieron diferenciar al grupo control de los demas
grupos de estudio pero no permitieron diferenciar entre los grupos de HSE,

EHM/WH1 y WH2.

Ciertos parametros bioquimicos permitieron diferenciar al grupo control de los
demas grupos de estudio sin embargo no permitieron diferenciar entre los grupos

de HSE, EHM/WH1 y WH2.

El perfil metabolémico por *HRMN permitié identificar aproximadamente entre
41 a 43 metabolitos de interés como biomarcadores que diferencian entre los

diversos sujetos evaluados en el presente estudio.

Al emplear la cuantificacion relativa con el indice metabolito/creatinina aplicado
a los espectros de los grupos de estudio se logré identificar 14 metabolitos de interés
para diferenciar estos grupos los cuales fueron: t-metilhistidina, acetona, prolina, 3-
hidroxibutirato, lisina, cisteina, treonina, glicerol, glicina, lactato, alanina, serina,

valina e isoleucina.

El estudio PLS-DA a través de su imagen tridimensional permitié diferenciar
entre: control sano de los grupos con y sin encefalopatia; HSE de EHM y WH1-2

pero no permitié diferenciar entre WH1 y WH2.
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Las vias metabdlicas con significancia estadistica e impacto asociadas a
algunos de los 14 metabolitos diferenciales fueron la via del metabolismo de la

glicina, serina y treonina, asi como la via del metabolismo del glutation.
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CAPITULO IX

ANEXOS

\\U ANL Y eicing

Interna

Formato protocolo: “Caracterizacion del perfil metabolomico serico de pacientes con
diferentes grados de Encefalopatia Hepatica”
Dra. en C. Paula Cordero, investigadora principal
Dr. Ricardo Andrés Gomez Quiroz, tesista

Nombre:

Edad: Registro: Telefono:

Historia Clinica

Hepatopatia Cronica:si  no

Tiempo de evolucion:

Diagnostico etiologico: alcohol viral NASH autoinmune  DILI
_ en abordaje  descomocida  ofros  en caso de otros, ;Cual?

Ha tenido o consumido...

Consumo de alcohol: si  inactivo ;cantidad de consumo (gr/sem): ;sl
inactivo, cuando suspende: . Tabaquismo:  Marihvana:
Cocaina: _ Anfetaminas: _ [Inhalantes:  Otras drogas:;
Suplementos:

Parte 1. Formato clinico para captura de pacientes.
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Antecedentes de:

STDA:  ;si: no:  desconoce:  Colonoscopia previa:

Ascitis clinica; sl no:  desconoce;

PBE:si:  primer episodio?: no:  desconoce:

Encefalopatia hepatica: s no:  desconoce:

Sd. Hepatorrenal: si: 1no: desconoce:

Sd. Hepatopulmonar; si: no: desconoce:

(Utiliza algun medicamento?
Lactulosa: Rifaximina: Propanolol: Furosemida:
Espironolactona: Ornitina:

Comorbilidades

DM2: HAS: IAM: ICC: ERC: LRA: EVC:
HIC;  CAhigado:  CAofras: Depresion:  Autoinmune;

Motivo de consulta actual;

Parte 2. Formato clinico para captura de pacientes.
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W, Departamento de

UANL Medicina

UNIVERSIDAD AUTONOMA DENUEVO | l”\, |nterna
Escala de West Haven; GRADO MANIFESTACIONES

MINIMA  Ateracidn en test psicométricos o neuropslcoldgicos
Child-Pugh: il ot

+ Alteracidn en el ritmo del sueflo
+ Deterioro en la capacidad de suma y restar

MELD: * Autisoappng
' letarg
GRADON  + Desorientcidn
+ Camblo en & personaldid
o Digrard

+ Somnolencia o semiestupor
GRADOM  + Leturgi

+ Desorlentacitn grave

+ Comportamiento bzarro

GRADOIV  Coma

¢Presenta alguna de los siguientes caracteristicas?

Sepsis.  STDA:  STDB:  PBE: Ascitis:  Hiponatremia:
__ Hipercaloemia:  Otros trastornos electroliticos:  TCE leve: ~ TCE
severo:  Hematoma infracraneal:  Meningitis definitiva;  Meningtis
probable:  Uremia(seginBUN):  EVC:

Laboratorios:

Hb  Lew  Neu  Otros, Linea blanca Pt G Cr_ BUN
N ¢ K (G Mg P AU

PH €02 P02 Lactato  HCO3

AST ALT _AIP_ BT Bl BD TP INR__TIP
Niveles deamonio  Albimina

Parte 3. Formato clinico para captura de pacientes.
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