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2. INTRODUCCIÓ 

El fetge, òrgan fonamental en el control del metabolisme intermediari, està implicat 

en múltiples funcions com la producció de la bilis per la digestió, el metabolisme de 

carbohidrats i de lípids; la síntesi de proteïnes i dels factors de coagulació; l’ 

emmagatzematge de vitamines i de ions; o l’eliminació de substàncies tòxiques de 

la sang. Quan el fetge perd la seva funció sintètica i metabòlica es produeix una 

insuficiència hepàtica. 

2.1. Metabolisme de l’amoni 

El fetge és l’únic òrgan capaç de metabolitzar l’amoni de l’organisme a través del 

cicle de la urea. Aquest nitrogen de l’organisme prové bàsicament de la 

degradació proteica del múscul esquelètic, de la dieta i de la acció dels bacteris 

de l’intestí.  

 

Quan hi ha una derivació porto-sistèmica o una insuficiència hepàtica  es produeix 

un augment de la concentració d’amoni en sang. Es creu que aquest excés 

d’amoni és el responsable d’algunes de les greus complicacions cerebrals produïdes 

per la insuficiència hepàtica. L’amoni és capaç de travessar, per difusió passiva, la 

barrera hematoencefàlica i això causa un augment de la concentració d’amoni al 

cervell que estimula la síntesi de glutamina en els astròcits. La glutamina generada 

s’allibera a l’espai extracel�lular on serà recaptada per la neurona per metabolitzar-

la i formar glutamat que és un metabòlit implicat en la neurotransmissió (Figura 

2.1)(1). 

 

Figura  2.1  
Metabolisme 

de l’amoni 
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2.2.  Tipus d’insuficiència hepàtica 

2.2.1. Aguda 

La insuficiència hepàtica aguda és un greu síndrome que normalment  es 

desenvolupa per una hepatitis viral aguda (HVA, HVB, HVE), una intoxicació amb 

fàrmacs (paracetamol, teràpia antituberculosa) o una intoxicació ambiental o 

alimentària (com el consum d’Amanita phaloides). També pot ésser causada per 

malalties menys comuns com la malaltia de Wilson, la síndrome Budd-Chiari, la 

síndrome de Reye o l’hepatitis isquèmica. 

 

Aquesta tipus insuficiència és poc freqüent en els països desenvolupats, com 

Espanya, on es donen un promig de 30 casos per any i on la causa predominant era 

l’hepatitis viral aguda (61/145 casos, 42%)(Figura 2.2) (2). En els últims anys s’ha vist 

disminuïda la incidència de l’etiologia viral fins al 30% (37/122 casos) mentre que ha 

augmentat els casos de reacció idiosincràtica a fàrmacs o per l’efecte de toxines 

(del 13 al 27%). Cal destacar que  aquesta tendència també s’ha observat en altres 

països d’Europa (2;3). 

 
 

La insuficiència hepàtica aguda es caracteritza per produir alteracions en diverses 

rutes metabòliques, on normalment està implicat l'amoníac. Encara que també 

estan  involucrats altres factors que poden causar pertorbacions a la funció cerebral 

com són l'activació de la resposta inflamatòria sistèmica, la disfunció circulatòria i el 

fracàs d'altres òrgans. Aquestes pertorbacions poden induir el desenvolupament de 

Figura  2.2 
Etiologies de la 
insuficiència 
hepàtica aguda 
(Ref. 3) 
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l’edema cerebral així com causar canvis en les rutes metabòliques i energètiques 

del cervell. 

2.2.2.  Crònica 

La insuficiència hepàtica crònica és més freqüent i normalment es desenvolupa per 

un abús del consum d’alcohol, per hepatitis virals cròniques (HVC o HVB) o per 

l’obstrucció del conducte biliar.  També existeixen algunes malalties autoimmunes, 

hereditàries o metabòliques que poden desenvolupar aquest tipus d’insuficiència 

com la malaltia de Wilson o l’hematocromatosi. Segons l’Institut Nacional 

d’Estadística al 2009 es van produir 20680 altes hospitalàries a Espanya degut a  la 

malaltia hepàtica i a la cirrosi crònica (4). La taxa de mortalitat per cirrosi i per altres 

malalties cròniques del fetge era del 12 per cada 100.000 habitants (5).  

2.3. Complicacions de la insuficiència hepàtica 
La insuficiència hepàtica produeix complicacions que afecten al cervell com són 

desordres en el sistema nerviós central, augment del contingut d’aigua cerebral, 

alteracions de l’autoregulació del flux sanguini i canvis en el metabolisme cerebral. 

2.3.1. Encefalopatia Hepàtica (EH) 

L’EH és una greu complicació produïda per una insuficiència hepàtica tant crònica 

com aguda. Els pacients amb EH manifesten desordres en el sistema nerviós central 

que van des de canvis neurològics mínims fins a un estat de coma. La qualitat de 

vida d’aquests pacients  es troba afectada i això fa que l’EH sigui un element a 

considerar en les estratègies per la gestió clínica, per la prioritat del trasplantament 

hepàtic i per la supervivència del pacient (6). 

 

La fisiopatologia de l’EH és complexa i es creu que l’amoni és la principal substància 

nociva tot i que, poden estar implicats altres mecanismes com ara modificacions de 

la barrera hematoencefàlica, alteracions en la neurotransmissió o anomalies en les 

vies GABAèrgiques i de les benzodiazepines (7).  

- Classificació de l’EH 

Existeixen tres classes d’EH que es classifiquen segons el tipus d’insuficiència 

hepàtica (Figura 2.3)(8;9). 



18 [INTRODUCCIÓ] 
 

• L’EH de tipus A està associada a la insuficiència hepàtica aguda com a 

resultat de processos inflamatoris severs i/o processos ràpids de necrosi 

hepàtica.  

• L’EH de tipus B està relacionada amb pacients que tenen derivacions porto-

sistèmiques en absència de dany al parènquima hepàtic. Aquest tipus 

d’encefalopatia és molt poc freqüent. 

• L’EH de tipus C està vinculada a la cirrosi hepàtica. Aquest és el tipus 

d’encefalopatia més freqüent i es pot dividir en tres categories: EH mínima o 

latent, EH episòdica que pot ser precipitada, espontània o recurrent, i EH 

persistent que pot ser moderada, severa o dependre del tractament. 

 

 

- Manifestacions neurològiques de l’EH 

En els pacients amb insuficiència crònica bàsicament s’observa dos tipus de 

conseqüències neurològiques anomenades: l’EH latent o l’EH manifesta.  

 

En l’EH latent, els pacients aparentment no tenen un episodi d’EH encara que tenen 

un deteriorament cognitiu que queda palès amb un estudi neuropsicològic. Entre el 

20-70% dels pacients amb mala funció hepàtica pateixen aquest nivell subclínic 

FIGURA  2.3 
Classificació de l’EH (Ref. 9) 
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d’EH, el problema és que no existeix un sistema diagnòstic estandarditzat i el 

diagnòstic depèn del mètode establert en cada centre. S’estima que el 30% dels 

pacients amb EH mínima acabaran per manifestar EH episòdica.  Una millora en les 

eines diagnòstiques per aquest estat subclínic podria permetre actuar de forma 

precoç (6).  

 

L’EH manifesta és una complicació hepàtica que fa referència a un síndrome 

neuropsiquiàtric amb alteracions neurològiques i neuropsicològiques clàssicament 

reversibles. Actualment es creu que la reversibilitat d’aquest síndrome no és total. 

Entre el 10-50% dels pacients amb cirrosi o amb shunts porto-sistèmics pateixen un 

episodi d’EH durant el curs de la seva malaltia, però la falta d’un patró per avaluar 

la presència de EH repercuteix en la incidència d’aquesta complicació. A més, 

existeixen alguns factors que poden precipitar l’EH com són la dieta hiperproteica, el 

sagnat gastrointestinal, la infecció i l’empitjorament de la funció hepàtica (6).  

 

Estudis recents han demostrat que els pacients cirròtics amb EH presenten un 

deteriorament cognitiu, especialment en la memòria, l’atenció i la funció motora. 

Aquest empitjorament es troba relacionat directament a la insuficiència hepàtica. 

Encara que, també s’ha vist associada a  l’etiologia de la insuficiència hepàtica, així 

els pacients amb etiologia alcohòlica mostren pitjor funció cognitiva que els que 

tenen una hepatitis viral tipus C. Aquestes alteracions reverteixen després del 

trasplantament hepàtic tant a curt (6-12 mesos) com a llarg (6-9 anys) termini. No 

obstant, cal destacar que els pacients que tenen un nombre elevat d’episodis d’EH 

previ al trasplantament presenten una pitjor funció cognitiva. Es creu que el número 

d’episodis EH pot estar relacionat amb la degeneració neuronal (10;11). Tanmateix, 

altres complicacions de la cirrosi com la hiponatrèmia, o comorbiditats no 

relacionades amb la malaltia hepàtica com són les malalties cerebrovasculars o els 

efectes del tractament amb immunosupressors també poden afectar a la funció 

cognitiva. 

 

En els pacients amb insuficiència hepàtica aguda l’EH es caracteritza per una 

disminució del nivell de consciència. Aquesta situació és diferent a altres alteracions 

que poden influir directament a la funció cerebral, com la hipoglucèmia o la sèpsia. 

Una característica de la insuficiència hepàtica aguda és que els nivells d'amoni 
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tendeixen a ser molt més elevats que els nivells d’amoni en la insuficiència crònica. 

Es considera que això pot contribuir a l’aparició de símptomes neuroexcitadors com 

l’agitació, les convulsions i les contraccions musculars multifocals (6).  

- Tests neuropsicològics 

Existeixen diverses proves que permeten avaluar el grau d’encefalopatia i 

determinar la funció cognitiva dels pacients amb EH (12).   

 

El grau d’EH s’estableix amb el test West Haven que és una avaluació subjectiva del 

nivell d’atenció del pacient (Taula1). 

 
Taula 1.West Haven: Estats clínic de l’encefalopatia hepàtica 

Grau EH Estat Mental 

1 

Confusió lleu, eufòria o depressió, manca de l'atenció, lentitud 

mental, desordre, arrossegament de les paraules quan parla, 

irritabilitat, patró de la son canviat, tremolors lleus. 

B
a

ix
 g

ra
u

 

2 

Somnolència, letargia, lentitud mental greu, evidents canvis de 

personalitat, conducta inapropiada, desorientació intermitent, 

manca del control d'esfínters, presència d’asterixis. 

3 

Somnolent però pot despertar-se, incapaç de realitzar tasques 

mentals, desorientació persistent, amnèsia, atacs ocasionals de 

ràbia, parla incoherent, confusió marcada, tremolors 

probablement absents. A
lt 

g
ra

u
 

4 Coma  (no respon a estímuls verbals o dolorosos) 

 

La funció cognitiva es sol valorar a partir d’una bateria de qüestionaris  

neuropsicològics. Una bateria de proves neuropsicològiques que s’ha estès en molts 

països es l’anomenada PHES (psychometric hepatic encephalopathy score). Altres 

tests bastant utilitzats son els que avaluen  la memòria (Auditory Verbal Learning 

Memory Test); l’atenció i el processament de la informació (Trail A, Symbol Digit Test); 

i la funció psicomotora (Grooved Pegboard), la executiva (Controlled Oral Word 

Association Test) i la percepció visual (Hooper Visual Organization test, Judgment of 

Line Orientation test). Els resultats d’aquestes proves es transformen en uns índexs T, 

ajustats per l’edat, sexe i nivell d’educació, que mostren qualsevol desviació del 

grup control de persones sanes (T=50) (13). Es considera que un pacient cirròtic té EH 
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subclínica quan dos o més tests d’aquesta  bateria es troben per sota a dues 

desviacions estàndards de la mitja (T<30). També existeixen altres proves per 

determinar l’EH mínima com la freqüència crítica de parpelleig o l’inhibitory control 

test (14). 

2.3.2. Edema Cerebral 

L’edema cerebral també és una greu complicació observada en la insuficiència 

hepàtica. Encara que, no està clar quin paper juga aquest increment d’aigua en 

l’EH, sembla que l’amoni també està implicat en el mecanisme de formació de 

l’edema. Es creu que l’amoni té un efecte advers en la regulació dels osmolits, 

induint la formació de glutamina que és un reservori d’amoni cerebral i això 

contribueix a perpetuar l’edema cerebral. 

 

En pacients cirròtics s’ha observat un increment d’aigua cerebral i aquest increment 

es veu accentuat a mesura que augmenta el grau d’EH (15).   

 

En els pacients amb insuficiència hepàtica aguda, aquest increment d’aigua 

cerebral és un dels problemes neurològics més importants ja que produeix un 

increment del volum cerebral i això genera un augment de la pressió dins del crani. 

Aquest augment de pressió activa mecanismes compensatoris mitjançant una 

disminució del volum en altres compartiments (en el líquid cefaloraquidi o en el 

volum de flux sanguini). Si no es corregeix aquest augment de pressió es pot generar 

una herniació del cervell i com a conseqüència la mort d’aquests pacients (s’estima 

una taxa de mortalitat del 70-80%) (16). A més, aquesta hipertensió intracranial pot 

estar exacerbada per augments sobtats en el volum sanguini cerebral secundaris a 

la vasodilatació. Actualment, les unitats de cures intensives estan molt ben 

equipades pel maneig d’aquests tipus de pacients i això ha fet disminuir la taxa de 

mortalitat degut a aquestes  complicacions fins a una incidència de menys de 25% 

dels pacients (17).  

- Mecanismes de formació de l’edema cerebral 

Clàssicament, existeixen dos tipus de mecanismes de formació de l’edema cerebral 

i es va descriure per primera vegada en pacients amb isquèmia cerebral. En les 

fases inicials de la isquèmia es produeix un increment d’aigua a l’espai intracel�lular 

que pot arribar a produir lesió cel�lular i per això aquest mecanisme es va anomenar 



22 [INTRODUCCIÓ] 
 

edema citotòxic. En les fases tardanes de la isquèmia es produeix un trencament de 

la barrera hematoencefàlica que provoca un increment d’aigua a l’espai 

extracel�lular produint un edema de tipus vasogènic (Figura 2.4)(18).  

 

 

Existeix certa controvèrsia per establir quin és el tipus de mecanisme implicat en la 

formació de l’edema cerebral observat en la insuficiència hepàtica (19-21). 

2.3.3. Flux sanguini cerebral 

El flux sanguini cerebral (FSC) és un procés dinàmic que es troba afectat per 

múltiples factors i que està directament relacionat amb la viabilitat del teixit 

cerebral. En condicions normals, el FSC es manté estable encara que es donin 

canvis en la pressió de perfusió cerebral ja que s’activen mecanismes 

compensatoris que provoquen canvis en el diàmetre de les arterioles cerebrals. 

Aquest procés de compensació anomenat autoregulació es deteriora quan existeix 

una insuficiència hepàtica o una hiperamonèmia (22).  

 

Aquestes variacions del FSC s’han estudiat en pacients amb insuficiència aguda i 

s’ha proposat un mecanisme de desenvolupament que consta de 5 fases.  Aquest 

mecanisme es va proposar en un estudi retrospectiu amb 26 pacients on es 

suggereix que primer es produeixen canvis en el FSC que contribueixen a 

augmentar la pressió intracranial i l’aigua cerebral  (23).   

 

FIGURA  2.4 
Mecanismes de  
formació de l’edema 
cerebral 

CITOTOXIC VASOGENIC
H2O

CITOTOXIC VASOGENIC
H2OH2O
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2.3.4. Metabolisme Cerebral 

El cervell, que representa un 2% de la massa corporal, és un òrgan amb un alt 

requeriment energètic i aproximadament, consumeix un 20% de l’oxigen i de la 

glucosa de l’organisme. Tradicionalment la glucosa s’ha considerat com el substrat 

energètic universal de les cèl�lules neuronals per a l’activitat cerebral.  

 

L’astròcit és una cèl�lula estretament relacionada amb la neurona i es considera 

que actua com a principal proveïdor dels substrats necessaris pel metabolisme 

cerebral. En els últims anys, els investigadors neuroenergètics han incorporat una 

nova hipòtesi on es postula que les neurones també utilitzen el lactat (bàsicament 

subministrat pels astròcits) com a substrat aeròbic per la fosforilació oxidativa en 

l’activitat glutamatèrgica. El glutamat sembla tenir un paper clau en la producció 

de lactat. L’exposició del glutamat en els astròcits produeix un augment dels 

transportadors de glucosa (GLUT1) que va en paral�lel a un augment del consum de 

glucosa. A més, l’absència de transportadors aspartat/glutamat en els mitocondris 

dels astròcits afavoreix la formació de lactat per tal de mantenir el flux glicolític. 

Finalment, aquest lactat s’allibera a l’espai extracel�lular i es recapta per la neurona 

on l’incorpora de nou a la via de la glicòlisi (Figura 2.5)(24;25).  

 

 

En el metabolisme cerebral també existeix un procés anomenat anaplerosi. 

L’anaplerosi, o la formació ‘de novo’ dels intermedis del cicle dels àcids 

Figura  2.5  
Metabolisme 
energètic: neurona-
astròcit (Ref. 25) 
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tricarboxílics, és un fenomen de compensació per la pèrdua dels intermediaris 

d’aquest cicle, especialment de l’alfa-cetoglutarat. La pèrdua de l’alfa-

cetoglutarat es produeix per l'alliberament de glutamat i GABA de les neurones i 

aquesta pèrdua es compensa per l'absorció de la glutamina de la glia (26).  

 

En els pacients amb insuficiència hepàtica es produeixen alteracions en el cicle de 

glutamat/glutamina, ja que la formació de la glutamina contribueix a la 

detoxificació de l’excés d’amoni i això pot produir canvis en el metabolisme 

cerebral (27).  

2.4. Tècniques de Neuroimatge 
El desenvolupament de noves tecnologies no invasives ha permès avaluar la 

morfologia i la funció cerebral ‘in vivo’ i això ha estat crucial per entendre la 

patogènesi de diferents desordres neurològics(28).  

 

Aquestes metodologies proporcionen des d’informació microscòpica, com dóna la 

microscòpia confocal o les imatges bioluminiscents, fins a informació morfològica, 

fisiològica o funcional utilitzant tècniques com la ultrasonografia Doppler 

transcranial, la tomografia axial computeritzada, la ressonància magnètica (RM) o 

les imatges obtingudes amb lligands radioactius (28).  

 

Aquests mètodes s’han anat incorporant progressivament a la pràctica clínica diària 

per avaluar les alteracions cerebrals produïdes per la insuficiència hepàtica crònica 

o aguda.  En aquesta tesi s’ha utilitzat la RM i, a continuació, es presenta la tècnica i 

una revisió sobre la informació que ha aportat en la insuficiència hepàtica. 

2.4.1. Ressonància Magnètica  

La RM és una tècnica que proporciona informació anatòmica, metabòlica i 

funcional. Es basa en el fenomen físic de ressonància magnètica que tenen alguns 

nuclis atòmics (els més comuns són 1H, 31P, 23Na, 13C) quan es sotmeten a un camp 

magnètic potent. Aquests nuclis poden absorbir energia a una determinada 

radiofreqüència i l’alliberació d’aquesta energia indueix un senyal elèctric que, 

segons com es genera i processa, proporciona una imatge o un espectre dels 

metabòlits.  
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2.4.2. Tècniques de Ressonància Magnètica  

Existeixen diferents tècniques de RM que es poden agrupar en dos grans grups, els 

mètodes d’imatge i els d’espectroscòpia.  

- Tècniques d’imatge  

Els mètodes d’imatges es basen en la informació que proporcionen els àtoms 

d’hidrogen de les molècules que, principalment, provenen de l’aigua i els lípids 

presents en el cos humà. En les tècniques d’imatge s’estudia com evolucionen el 

conjunt d’àtoms d’hidrogen que es troben en unitats de volum que s’anomenen 

vòxels. Els nuclis presents en un vòxel sota un camp magnètic adquireixen unes 

propietats magnètiques que es representen de manera conjunta en el que 

s’anomenen magnetització. Aquesta magnetització és proporcional a la densitat 

d’àtoms d’hidrogen que conté el vòxel i es troba alineada a la mateixa direcció del 

camp magnètic. En enviar una emissió de radiofreqüència a la mateixa freqüència 

de precessió, els nuclis absorbeixen l’energia i la magnetització es desplaça de 

l’estat d’equilibri. Quan s’acaba l’emissió de radiofreqüència, la magnetització 

d’aquests àtoms torna al seu estat inicial en un procés d’alliberament d’energia que 

s’anomena relaxació. Aquesta relaxació ve regida  per dues propietats inherents a 

l’entorn en que es troben els nuclis i, per tant, a un determinat camp magnètic són 

fixes. Aquestes dues propietats s’anomenen temps de relaxació longitudinal (T1) i 

temps de relaxació transversal (T2) (29). La ressonància magnètica es capaç de 

proporcionar imatges basades en aquestes propietats i en la concentració en que 

es troben els nuclis i s’anomenen, respectivament, imatges potenciades en T1, 

imatges potenciades en T2 i imatges potenciades en densitat protònica. D’aquesta 

manera, les imatges potenciades en la intensitat del senyal són directament 

proporcional a la concentració d’àtoms d’hidrogen.  Per tant aquells teixits que 

tinguin poca densitat de protons com l’os cortical o  els lligaments apareixen 

hipotenses i en canvi, aquells teixits amb alta densitat protònica com el teixit adipós 

o l’aigua lliure es veuen hipertenses (Figura 2.6). Les imatges potenciades en T1, la 

intensitat de senyal és directament proporcional a la facilitat de relaxació 

energètica i inversament proporcional al valor de T1.  Així, en aquest tipus d’imatges 

l’aigua lliure apareix hipointensa pel seu elevat valor de T1 i el greix es veu 

hiperintens pel seu valor curt de T1 (Figura 2.6). En canvi, en les imatges potenciades 

en T2, la intensitat del senyal és proporcional a la poca estructuració dels àtoms 

d’hidrogen amb l’entorn i directament proporcional al valor de T2.  Per tant, l’aigua 
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lliure apareix hiperintensa pel seu valor de T2 elevat i el múscul es veu hipointens 

amb un valor de T2 curt (Figura 2.6).  Si no es corregeixen les heterogeneïtats 

produïdes pel camp magnètic s’obtenen un subtipus d’imatges anomenades T2* 

que mostren un millor contrast entre certs teixits com entre el cartílag i l’os cortical 

(30). 

 

Figura  2.6 Diferents tipus de contrasts que donen els diferents tipus d’imatge: densitat protònica, 
imatges amb contrast T2, imatges amb contrast T1, i imatges amb contrast T2 on s’ha aplicat una 
seqüència FLAIR. 

  
Addicionalment, en aquestes imatges es poden utilitzar unes seqüències 

anomenades d’inversió/recuperació que permeten eliminar el senyal d’algun tipus 

de teixit. Normalment s’utilitzen per anul�lar el senyal del greix (seqüència STIR ) o el 

senyal del líquid cefaloraquidi (seqüència FLAIR) (Figura 2.6)(30).  

 

Actualment existeix una nova tècnica on s’obtenen unes imatges anomenades de 

transferència de magnetització. Aquesta tècnica es basa en que tots els nuclis 

d’hidrogen no estan en un mateix entorn.  Per una banda hi ha nuclis d’hidrogen 

amb un moviment més restringit que formen part de les macromolècules o de les 

capes d’hidratació. Per l’altra hi ha els nuclis d’aigua lliure que no tenen restricció 

de moviments i estan en continu bescanvi amb els nuclis d’hidrogen anteriorment 

descrits.  Per aconseguir el contrast d’aquestes imatges el que es fa és enviar un pols 

de saturació a la freqüència dels nuclis més immobilitzats abans d’iniciar la 

seqüència de polsos d’excitació. D’aquesta manera s’obté una nova imatge en la 

que el senyal està reduït en funció de la importància d’aquestes interaccions amb 

l’entorn. Mitjançant l’adquisició de la imatge potenciada en densitat sense i amb 

aquest tipus de contrast es pot generar, matemàticament, una nova imatge 

anomenada  relació de transferència de magnetització (magnetic transfer ratio, 

MTR). Aquesta imatge proporciona el percentatge de canvi entre les imatges 

potenciada en densitat (I0) i les imatges amb contrast de transferència de 

Densitat Protònica Imatge T2 Imatge T2 FLAIR Imatge T1 
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magnetització (IMT) d’acord amb la següent equació MTR = [(I0 - IMT )/ I0 ]�100 La 

imatge MTR és quantitativa i dóna informació sobre la relació entre els nuclis 

d’hidrogen lliures i els nuclis d’hidrogen lligats(Figura 2.7) (31;32). 

 

 
Figura  2.7 Imatges de transferència de magnetització:  imatge de T2 (dreta), imatge de amb 
transferència de magnetització (centre) i imatge on es representa la relació de transferència de 
magnetització (MTR). 

 

Però la RM també pot generar altres tipus d’imatges que donen coneixement sobre 

la funcionalitat dels teixits, com les imatges de difusió o les imatges d’activitat 

neuronal.  

Les imatges de difusió es basen en estudiar la difusió molecular de l’aigua lliure pels 

diferents teixits (Figura 2.8) (33). Per aconseguir obtenir imatges de difusió cal aplicar 

gradients de camp magnètic en diferents direccions durant el període d’evolució 

del senyal de RM que venen definits pel factor de difusió (b). El senyal d’aquestes 

imatges és inversament proporcional al factor de difusió (b) i es descriu per una 

corba exponencial decreixent. A partir d’imatges obtingudes amb diferents valors 

de b i en diferents direccions es poden obtenir imatges quantitatives del coeficient 

aparent de difusió (ADC) o difusivitat mitja (MD) que caracteritza la mobilitat de les 

molècules pel medi o imatges de la fracció d’anisotropia (FA) que és una mesura de 

la integritat estructural. El problema d’aquest tipus d’imatge és l’elevada sensibilitat 

al moviment que pot causar diversos artefactes.  

Imatges de transferència de magnetització MTR 

I 0 I MT 
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Figura  2.8 Imatges de difusió: imatges adquirides amb diferents factors de difusió (b, en s/mm²) i la 
imatge on es representa el coeficient de difusió (ADC o MD, en mm²/s). 
  

- Espectroscòpia 

L’espectroscòpia és una tècnica analítica utilitzada per determinar l’estructura 

molecular d’un compost químic però també serveix per determinar la composició 

metabòlica de diferents teixits. En situació patològica es poden detectar alteracions 

d’alguns dels pic dels metabòlits i fins i tot, identificar nous pics que es poden 

considerar com a biomarcadors de la patologia. Per aquesta raó, un camp 

important de l’espectroscòpia per la identificació de patrons metabòlics 

característics d’una determinada patologia.   

 

En general, l’espectroscòpia es pot realitzar ‘in vivo’ o ‘ex vivo’ la diferència entre 

ambdós mètodes és la quantitat d’informació que s’obté degut a la complexitat de 

la mostra (Figura 2.9). A més, l’espectroscòpia es pot realitzar de diferents àtoms i 

segons el tipus d’àtom, s’aconsegueix diferent informació metabòlica (34).   
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Figura  2.9 Espectroscòpia de protó del cervell de rata amb insuficiència hepàtica aguda realitzada ‘ex 
vivo’ a partir d’un extracte o realitzada ‘in vivo’. Metabòlits: Lac, lactat; NAA, N-acetilaspartat; Glu, 
glutamat; Gln, glutamina; Cr, creatina; Cho, derivats de colina; Tau, taurina; mIns, myo-inositol; Ala, 
alanina; Asp, aspartat; TMAO, òxid de trimetilamina; TSP, trisililpropionat (referència externa). 

 

b = 0 b = 2000 b = 1000 b = 3000 ADC/MD 
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Els primers estudis espectroscòpics (‘in vivo’ i ‘ex vivo’) realitzats van ser amb fòsfor 

31. Aquesta espectroscòpia permet mesurar el metabolisme energètic ja que dóna 

informació sobre els pics de fosfocreatina, adenosina trifosfat (ATP) i fosfat inorgànic. 

També es pot mesurar el pH intracel�lular a partir de la distància entre els pics del 

fosfat inorgànic i la fosfocreatina. A mesura que es van anar desenvolupant les 

tècniques de supressió del senyal d’aigua i de localització espacial, l’espectroscòpia 

de protó va adquirir més importància (34). Actualment, l’espectroscòpia de protó és 

la més utilitzada ja que l’àtom d’hidrogen és el més sensible, amb una abundància 

natural de casi el 100% i es troba en quasi tots els metabòlits d’interès biològic. 

També existeixen espectroscòpies amb altres àtoms que permeten obtenir 

informació sobre una via metabòlica específica. Per exemple, l’espectroscòpia de 

carboni 13 permet estudiar els metabòlits relacionats amb la glucòlisi i amb 

l’espectroscòpia de fluor 19 es pot observar el metabolisme d’alguns fàrmacs que 

contenen aquest àtom (35;36). 

2.4.3. Estudi de l’edema cerebral per RM 

L’avaluació de l’edema cerebral és un element clau per esbrinar les alteracions 

produïdes per la insuficiència hepàtica. Existeixen diverses tècniques que permeten 

avaluar, de manera directa o indirecta, el contingut d’aigua del cervell així com 

valorar la distribució d’aquesta aigua pels teixits. 

Les imatges de la relació de transferència de magnetització (MTR) permeten 

quantificar la proporció d’aigua lliure/aigua lligada del cervell. D’aquesta manera, 

aquelles zones amb poca quantitat d’aigua lligada tenen valors baixos de MTR i al 

contrari, aquelles zones amb més quantitat de protons lligats els valors són més 

elevats. En cas que, en situació patològica hi hagi una disminució d’aquest índex, 

pot indicar la presencia d’un edema inflamatori sense destrucció de mielina o una 

destrucció de mielina ja que el colesterol que conté és una de les principals fonts 

d’aigua lligada que es troba al cervell (37;38).  

Com s’ha explicat abans, les imatges potenciades en T2 donen informació sobre la 

interacció de les molècules amb l’entorn, on les zones amb aigua lliure surten 

hiperintenses (líquid cefaloraquidi). Per tant, en aquelles zones on l’aigua es trobi 

més estructurada, degut a la formació de capes d’hidratació o a la interacció amb 

macromolècules, la imatge de T2 serà menys intensa que en aquelles zones on 
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l’aigua es troba lliure de restriccions. Es pot aprofitar la informació d’aquest tipus 

d’imatge per avaluar l’edema cerebral ja que un augment del contingut d’aigua al 

cervell alteraran els valors de T2 i a la imatge es pot  traduir en l’existència d’una 

regió hiperintensa (39;40).  

Alternativament, les imatges de difusió permeten estudiar la mobilitat de l’aigua 

lliure al cervell. En els teixits, la difusió depèn de la direcció ja que l’aigua lliure 

tendeix a moure cap a la direcció més fàcil del teixit. Per exemple, en la substància 

blanca l’aigua lliure es mourà amb més facilitat si es desplaça en la mateixa 

direcció dels axons que si es desplaça en la direcció perpendicular. Això es coneix 

com a difusió anisotròpica.  Per estudiar aquest tipus de difusió s’han desenvolupat 

les tècniques basades en el tensor de difusió. Al aplicar aquestes tècniques 

s’obtenen paràmetres útils per avaluar la mobilitat de l’aigua de forma  

independent de la direcció (el coeficient de difusió) i per avaluar la integritat 

estructural del teixit (la fracció d’anisotropia). Una de les avantatges de les imatges 

de difusió respecte a les imatges en T2 és que són més sensibles per detectar petites 

alteracions. Per exemple, en una situació d’isquèmia aguda les imatges de difusió 

poden detectar alteracions que no es poden detectar amb les imatges 

potenciades en T2 (33).  

 

Els estudis de difusió han permès determinar els diferents mecanismes de formació 

de l’edema cerebral en l’ictus. En una situació d’accident isquèmic es pot 

diferenciar dues fases. Una primera fase, anomenada fase aguda o edema 

citotòxic, caracteritzada per un augment del senyal en les imatges de difusió i una 

disminució del coeficient aparent de difusió sense canvis en les imatges 

potenciades en T2. Aquestes alteracions es deuen a un increment d’aigua a nivell 

intracel�lular.  La segona és la fase crònica on es produeix un augment dels valors 

del senyal en les imatges potenciades en T2, una disminució del senyal de difusió i 

un augment del coeficient aparent de difusió. Aquestes alteracions indiquen un 

increment d’aigua lliure a l’espai extracel�lular anomenat edema vasogènic(18).  

Aquestes alteracions de la difusió relacionades amb els mecanismes de formació de 

l’edema cerebral també s’han observat en altres patologies. En una situació 

d’hiponatrèmia es produeix un edema citotòxic degut a la fallada de la bomba de 

sodi/potassi que no està associat a un procés d’isquèmia cerebral i que causa una 

disminució del coeficient de difusió (41).  En canvi l’edema cerebral peritumoral, 
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que es genera com a conseqüència de l’increment de la permeabilitat de la 

barrera hematoencefàlica, provoca un augment d’aigua en el compartiment 

intersticial (mecanisme vasogènic) i es caracteritza per un increment del coeficient 

de difusió (42).  

Actualment, s’han dissenyant nous mètodes més sofisticats per obtenir una 

quantificació absoluta d’aigua al cervell. Bàsicament consisteix en aplicar unes 

determinades seqüències per obtenir imatges potenciades en T1 i T2. Aquestes 

imatges s’adquireixen utilitzant una referència externa que permet determinar la 

concentració absoluta d’aigua (43). 

2.4.4. Estudi del metabolisme cerebral per RM 

L’espectroscòpia és una tècnica utilitzada per avaluar el metabolisme cerebral tant 

en l’àmbit clínic com en la investigació experimental.  

 

L’espectroscòpia de protó ‘in vivo’ cerebral permet detectar els senyals de diferents 

metabòlits així com el senyal de lípids i macromolècules (44).  Alguns d’aquests 

metabòlits són de gran interès neurocientífic. Per exemple, l’N-acetilaspartat (NAA), 

que es troba exclusivament a les neurones i es considera com un marcador de 

viabilitat i/o pèrdua neuronal. Com que l’enzim responsable de la síntesi de l’NAA es 

troba al mitocondri, una reducció de NAA també podria indicar una disfunció 

mitocondrial.  També es pot detectar els derivats de la colina. La colina és un 

precursor de la fosfatidilcolina que representa al voltant del 40% del contingut de  

fosfolípids de la membrana cel�lular. A més aquest pic també correspon a la 

glicerofosforilcolina (subproducte del trencament de la fosfatidilcolina), la 

fosfocolina (un altre precursor de la  fosfatidilcolina),  l’acetilcolina  i la colina lliure. 

Per tant, alteracions en la síntesi de la membrana cel�lular poden produir canvis en 

el pic de colina.  El myo-inositol està considerat com a putatiu marcador de la 

neuroglia. El glutamat és un neurotransmissor excitador  i també és un precursor per 

la síntesi de glutamina. En canvi l’àcid gamma-aminobutíric (GABA) és un 

neurotransmissor inhibitori (35).  

 

Un altre tipus d’espectroscòpia és la del carboni 13. Aquest tipus d’àtom està en 

poca abundància natural (1%) i això fa que el temps d’adquisició dels espectres 

sigui alt i que normalment els estudis es realitzin ‘ex vivo’.  En aquests estudis es sol 
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administrar glucosa marcada amb carboni 13 per enriquir la quantitat de carboni 13 

de les mostres i així poder obtenir més relació senyal/soroll en els espectres. Aquest 

tipus d’espectroscòpia és útil per seguir el metabolisme de la glucosa. En l’espectre 

del metabolisme de la glucosa s’obté els pics del lactat i l’alanina, que donen 

informació sobre la via anaeròbica de la glicòlisi, i els pics del glutamat i la 

glutamina que donen informació de la via aeròbica.  A més, depenent de la posició 

del marcatge d’aquets últims metabòlits, es pot diferenciar quina és la ruta 

enzimàtica utilitzada. D’aquesta manera, el glutamat i la glutamina marcats en la 

posició 4 de la molècula indiquen que la glicòlisi ha anat per via piruvat 

deshidrogenasa, en canvi si el marcatge es troba en la posició 2 es deu a una 

glicòlisi via piruvat carboxilasa que és un enzim específic dels astròcits (Figura 

2.10)(45). 
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Figura  2.10 Metabolisme de la 1-13C-Glucosa. LDH, lactat deshidrogenasa; ALAT, alanina 
transaminasa; PDH, piruvat deshidrogenasa; PC, piruvat carboxilasa; GDH, glutamat 
deshidrogenasa; GS, glutamina sintetasa, GAD, glutamat descarboxilasa. 

 

Recentment s’han dissenyat noves seqüències que permeten obtenir imatges 

espectroscòpiques per veure la distribució dels metabòlits en els diferents teixits 
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cerebrals (46). També s’han dissenyat nous instruments com l’hiperpolaritzador que 

permet seguir el metabolisme de carboni 13 ‘in vivo’(47). 

2.4.5. Alteracions  en la insuficiència hepàtica 

Els estudis de RM han permès avaluar les diferents alteracions cerebrals que 

pateixen els pacients amb insuficiència hepàtica.  Gairebé tots els estudis clínics 

s’han realitzant en la insuficiència crònica ja que com ja s’ha esmentat la situació 

aguda es produeix en baixa freqüència. 

 
En pacients cirròtics s’han descrit imatges potenciades en T1 característiques, on 

s’observen hiperintensitats situades en els ganglis de la base (Figura 2.11 A). 

Aquestes hiperintensitats corresponen a una acumulació de substàncies 

paramagnètiques que probablement es deu a una deposició de manganès com a 

conseqüència dels shunts porto-sistèmics (48).  Aquest procés d’acumulació és lent i 

és el responsable que aquests pacients desenvolupin cert grau de parkinsonisme 

com la bradicinèsia o la  rigidesa. Tanmateix, aquestes alteracions no solen estar 

present en pacients amb insuficiència hepàtica aguda encara que existeix un estudi 

que descriu aquest tipus d’alteracions en un pacient amb insuficiència hepàtica 

aguda produïda per una hepatitis del virus E i amb signes de parkinsonisme (49).  

 
En estudis  de transferència de magnetització realitzats en pacients amb cirrosis i EH 

mínima s’ha observat una disminució de l’índex de transferència de magnetització 

en la regió de substància blanca parietal. Aquesta disminució pot ser atribuïble a 

una deposició de manganès o a un increment d’aigua cerebral. Però els valors 

d’aquest índex es normalitzen ràpidament després del transplantament hepàtic i 

això dóna suport a la hipòtesi d’un edema cerebral de baix grau, probablement 

secundari a un increment de la glutamina cerebral (50). S’ha observat que existeix 

una correlació negativa entre l’índex de transferència de magnetització i el grau de 

EH tant en els ganglis de la base (probablement degut a la deposició de 

manganès) com en la substància blanca (51). Els estudis de quantificació absoluta 

d’aigua cerebral demostren que existeix un increment significatiu d’aigua en els 

pacients cirròtics indicatiu de l’existència d’un edema cerebral i a més aquest 

increment augmenta amb el grau d’EH (15). 

Altres treballs han estudiat les alteracions que es produeixen en les imatges 

potenciades en T2 i de difusió. Els pacients cirròtics mostren unes hiperintensitats 

difuses en les imatges T2 que es troben situades en la regió corticoespinal (Figura 
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2.11 B)(52). En estudis de neurofisiologia s’ha observat que la regió corticoespinal  

d’aquests pacients és especialment susceptible(52). Cal afegir que aquestes 

hiperintensitats es resolen després del transplantament hepàtic(53). Els estudis de 

difusió en pacients amb insuficiència hepàtica mostren alteracions en la mobilitat 

d’aigua cerebral. En els pacients cirròtics es veu un augment del coeficient aparent 

de difusió que s’ha postulat com un increment d’aigua a l’espai extracel�lular (54). 

Per tant, tots aquests resultats obtinguts amb els diferents tipus d’imatges semblen 

corroborar la existència d’un edema cerebral en els pacients amb insuficiència 

hepàtica.  

 

 

Destacar que en els estudis amb imatges potenciades en T2 on s’utilitza una 

seqüència FLAIR s’observen unes hipeintensitats focals distribuïdes en la substància 

blanca (Figura 2.11 C)(53). Aquestes lesions s'assemblen a les que es veuen en 

pacients amb malaltia cerebrovascular de petit vas com l’arteriolosclerosi, 

l’angiopatia amiloide cerebral o l'arteriopatia cerebral autosòmica dominant amb 

infarts subcorticals i leucoencefalopatia. Per tant, aquestes lesions semblen indicar 

que  els pacients cirròtics tenen malaltia de  petit vas (55).  

 

En estudis de volumetria amb pacients cirròtics es detecta un augment de la mida 

dels ventricles que és una mesura indirecta del volum cerebral. Aquest augment del 

volum ventricular persisteix després del transplantament hepàtic tant a curt (6-12 

mesos) com en llarg termini (6-9 anys) i això indica que aquests pacients tenen cert 

grau d’atròfia (56). Aquest resultats s’han confirmat en treballs posteriors on s’ha 

realitzat un estudi de volumetria de tot el cervell (10).  

 

En els estudis espectroscòpics d’aquests pacients s’observen patrons metabòlics 

característics definits per un augment dels pics de glutamat i glutamina i una 

Figura  2.11  Imatges 
potenciades en T1 
(A) i en T2 (B, C) en 

pacients amb cirrosis 

 

A B CA B CA B C
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disminució del pic de colina tant en la insuficiència hepàtica aguda com en la 

crònica (57-59). A més, en la situació crònica també es veuen disminuïts els pics de 

myo-inositol i  NAA (58) (Figura 2.12).  
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Figura  2.12 Espectre localitzat a substància blanca parietal amb un espectròmetre de 1.5 Tesla 
NAA, n-acetilaspartat; Glx, glutamina i glutamat; Cr, creatina; Cho, derivats de colina; mIns myo-inositol 

 

Recentment s’ha demostrat que existeix una disminució del NAA en pacients 

cirròtics que han patit algun episodi d’EH. Aquest metabòlit és considerat com un 

marcador neuronal i pot indicar que aquests pacients pateixen cert grau de 

degeneració i atrofia cerebral (10).   





HIPÒTESI I OBJECTIU 
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3. HIPÒTESI 

En la insuficiència hepàtica apareix edema cerebral degut a les conseqüències que 

té el metabolisme de l’amoníac en la funció de l’astròcit, que són diferents en la 

forma aguda i crònica.  

 

4. OBJECTIU 

Estudiar les característiques de la distribució de l’edema cerebral secundari a la 

insuficiència hepàtica aguda i crònica i la seva relació amb els metabòlits cerebrals, 

en models experimentals i en pacients, per obtenir informació sobre els processos 

fisiopatològics que hi participen.   

 

 

 



 



 

ESTUDI 1 
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5. ESTUDI 1 

Les imatges de tensor de difusió donen suport a l’origen citotòxic 

de l’edema cerebral en un model experimental d’insuficiència 

hepàtica aguda. 

5.1. Introducció 
L’edema cerebral és una greu complicació de la insuficiència hepàtica aguda que 

s’ha relacionat amb l’augment d’amoni en sang produït per la mala funció 

hepàtica. S’ha proposat l’existència de dos tipus de mecanismes en el 

desenvolupament de l’edema: vasogènic associat a un trencament de la barrera 

hematoencefàlica i citotòxic causat pel metabolisme de l’amoni als astròcits.  

5.2. Objectiu 
Estudiar l’edema cerebral en un model experimental d'insuficiència hepàtica aguda 

per obtenir informació sobre els mecanismes de desenvolupament de l’edema 

cerebral en l’EH. També es va avaluar les implicacions associades en el metabolisme 

cerebral. 

5.3. Materials i mètodes 
Es va realitzar un estudi de RM ‘in vivo’ per estudiar la distribució intracel�lular o 

extracel�lular de l’aigua cerebral en un model animal d’insuficiència hepàtica 

aguda produït per una devascularització hepàtica. També es va quantificar el 

contingut d’aigua cerebral a partir d’estudis gravimètrics. D’altra banda es va 

analitzar el metabolisme cerebral ‘in vivo’ i ‘ex vivo’ (resultats addicionals) 

mitjançant espectroscòpia de protó i de carboni-13. La valoració de la integritat de 

la barrera hematoencefàlica es va mesurar amb estudis de permeabilitat amb 

sucrosa marcada amb carboni-14.  

5.4. Disseny experimental 
El disseny experimental constava de tres estudis: 

 

1) L’estudi de RM es va dividir en dos experiments: A i B. L’objectiu de 

l’experiment A era avaluar l’efecte de la derivació de la vena porta a la 

vena cava sobre l’edema cerebral. En l’experiment B es pretenia estudiar 
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l’edema cerebral en rates amb insuficiència hepàtica aguda induïda per la 

derivació porto-sistèmica i la lligadura de l’artèria hepàtica. Es va realitzar 

estudis de RM a les 6, 12 i 15 hores d’haver realitzat la lligadura.  

 

2) La determinació del contingut d’aigua cerebral per gravimetria en rates amb 

insuficiència hepàtica aguda es va fer a les 6 hores (n=6), a l’estat de 

precoma (n=6) i l’estat de coma (n=6) així com en rates controls (n=6). 

 

3) La permeabilitat de la barrera hematoencefàlica en rates amb insuficiència 

hepàtica aguda aguda es va estudiar a l’estat de precoma (n=5) i coma 

(n=6) i es va comparar els resultats amb un grup de rates control (n=6). 

5.5. Resultats 
Les rates amb insuficiència hepàtica aguda mostren una disminució progressiva del 

coeficient de difusió aparent en totes les regions cerebrals que s’han estudiat. Es va 

fer un promig de tots els coeficients de difusió en les diferents regions. Aquest promig 

decreix el 14% a l’estat de precoma i fins al 20% en l’estat de coma. Aquests canvis 

indiquen un increment d’aigua a l’espai intracel�lular que també es va corroborar 

mitjançant l’estudi de gravimetria (coma: 82.4±0.3% comparat amb les rates control: 

81.6±0.3%; p=0.0001). A més l’increment d’aigua augmentava a mesura que 

progressava la insuficiència hepàtica.  

 

En l’estudi de la permeabilitat de la barrera hematoencefàlica amb 14C-sucrosa, un 

metabòlit de baix pes molecular, s’ha vist que la constant de transferència es manté 

en valors semblants als de les rates control. Això fa evident que no existeix un 

trencament o interrupció de la barrera hematoencefàlica en la insuficiència 

hepàtica aguda i confirma el mecanisme citotòxic de l’edema. 

 

El metabolisme cerebral també es veu alterat, s’observa un gran increment dels pics 

de la glutamina (6 hores: 540%, precoma: 851%, coma: 1086%) i del lactat (6 hores: 

166%, precoma: 998%, coma:  3293%). A més amb l’estudi del metabolisme ‘ex vivo’ 

s’ha confirmat que aquest lactat s’ha sintetitzat ‘de novo’. 
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5.6. Resultats addicionals de l’estudi  

5.6.1.  Anàlisi metabonòmic 

Es va realitzar un anàlisi metabonòmic de tots els metabòlits obtinguts en els 

espectres mitjançant un anàlisi de components principals.  Aquest anàlisi permet 

veure com es comporten totes les variables d’una manera global.  

 

En l’anàlisi de components principals realitzat d’una manera no supervisada es va 

veure que eren necessaris 17 components principals per explicar la variabilitat de les 

dades. Per un nivell de confiança del 95% només calien els 8 primers components 

principals i aquests explicaven el 62% de variabilitat de les dades. Els dos primers 

components amb més importància d’acord amb les regles de validació creuada 

eren el primer i el tercer component principal i, individualment, explicaven un 32% i 

un 22% de la variabilitat, respectivament. En aquest anàlisi es va comprovar que 

totes les rates control tenen un mateix perfil metabòlic. A més existeix una clara 

separació entre els perfils metabòlics de les rates control, les rates amb anastomosi 

portocava i els diferents estats de les rates amb insuficiència hepàtica aguda. Per tal 

de realitzar un model de predicció, es va fer un anàlisi supervisat separant les 

variables per classes. Aquestes classes corresponien a tipus de rata que s’havia 

analitzat. Realitzant aquest anàlisi supervisat es veu que la capacitat de predicció 

del model és del 64% (Figura 5.1).   
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Figura  5.1 Anàlisi discriminant de components principals de l’espectre de rates control, rates amb 

anastomosi portocava i rates amb insuficiència hepàtica aguda (IHA) a diferents estats (a les 6 hores, a 

l’estat de precoma i l’estat de coma)(esquerra). El pes de cada variable en cada component (dreta). 
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Si s’analitzen les dades amb més detall es veu que els pics dels lípids i les 

macromolècules són els més variables inclús en les rates control. Si es torna a 

analitzar les dades sense tenir en compte aquests pics s’observa que 6 components 

principals són capaços de explicar el 75% de la variància de les dades amb una 

precisió del 56% i un interval de confiança del 95%.  

 

En aquest cas, els dos primers components són els que tenen més importància 

d’acord amb les regles de validació creuada i individualment explicaven un 27% i 

un 17% de la variabilitat, respectivament. Al realitzar l’anàlisi supervisat de les dades 

s’obté un model de predicció amb una capacitat de predicció del 71% (Figura 5.2).  
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Figura  5.2 Anàlisi discriminant de components principals de l’espectre de rates control, rates amb 
anastomosi portocava i rates amb insuficiència hepàtica aguda (IHA) a diferents estats (a les 6 hores, a 
l’estat de precoma i l’estat de coma)(esquerra). El pes de cada variable en cada component (dreta). 

 

L’anàlisi de l’espectre per components principals pot ser una eina útil per a realitzar 

models de diagnòstic a partir de l’espectroscòpia d’un pacient (Figura 5.3). 
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Figura  5.3 Classificació del grau de la insuficiència hepàtica aguda segons la variància del primer 
component principal de rates control, rates amb anastomosi portocava i rates amb insuficiència 
hepàtica aguda (IHA). 

5.6.2. Espectroscòpia amb carboni 13 

En un altre grup d’animals amb insuficiència hepàtica aguda es va realitzar un 

estudi d’espectroscòpia amb carboni 13. Al cap de 12 hores d’haver realitzat la 

lligadura de l’artèria hepàtica es va inocular 200mg/kg de glucosa marcada amb 

carboni 13 per via intraperitonial per enriquir la proporció de carboni 13 en els 

metabòlits. Al cap de 20 minuts es van sacrificar els animals i es van separar diferents 

teixits (cervell, múscul i sang arterial) per fer una extracció dels metabòlits 

(procediment descrit en materials i mètodes) i realitzar l’espectroscòpia.  

 

Només es van observar pics en l’espectroscòpia de carboni 13 en el cervell. El que 

es va detectar és un augment significatiu de la síntesi ‘de novo’ del lactat (P<0.001) i 

de la glutamina via piruvat deshidrogenasa (Gln 4; P=0.024) i via piruvat carboxilasa 

(Gln 2; P=0.024) (Figura 5.4). 
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Figura  5.4 Concentració dels metabòlits marcats amb carboni 13 de teixit cerebral, normalitzades pel 
gram de teixit, de rates amb insuficiència hepàtica aguda (IHA) i de rates control. Metabòlits: Glu, 

glutamat; Gln, glutamina; Lac, lactat. *P<0.050 
 

5.7. Article original 
Chavarria L, Oria M, Romero-Gimenez J, Alonso J, Lope-Piedrafita S, Cordoba J. 

Diffusion tensor imaging supports the cytotoxic origin of brain edema in a rat model 

of acute liver failure. Gastroenterology. 2010; 138(4):1566-73. 
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6. ESTUDI 2 

Anàlisi biexponencial de les imatges del tensor de difusió del 

cervell en pacients amb cirrosis abans i després del 

transplantament hepàtic. 

6.1. Introducció 
En els estudis del tensor de difusió en cervell realitzats en pacients amb cirrosi s’ha 

observat un increment del coeficient de difusió de les molècules d’aigua que pot 

correspondre a la presència d’edema cerebral.   

6.2. Objectius 
Estudiar l’edema cerebral en pacients amb cirrosi i sense encefalopatia hepàtica 

mitjançant un anàlisi biexponencial del senyal de difusió i establir-ne l’evolució 

després del transplantament hepàtic. Analitzar si l’encefalopatia hepàtica mínima 

tenia algun efecte en l’edema cerebral. 

6.3. Materials i mètodes 
En aquest estudi clínic es van reclutar 41 pacients amb cirrosi que estaven estables 

en el moment de l’estudi i en la llista de transplantament hepàtic. Els resultats es van 

comparar amb un grup control de persones sanes (n=16). També es va valorar 

l’efecte de l’encefalopatia hepàtica mínima en l’edema cerebral. Un any després 

del transplantament es va tornar a avaluar un subgrup de pacients (24 individus) per 

establir l’estat de l’edema cerebral. 

 

Per fer aquests estudis de l’edema cerebral es van adquirir imatges de difusió per 

RM on es van estudiar dues regions de substància blanca: la via corticoespinal i la 

substància blanca parietal. Per tal d’esbrinar el tipus de mecanisme implicat en 

l’edema cerebral es va fer un tractament de les imatges utilitzant una aproximació 

biexponencial. D’aquesta manera, es podien obtenir dos paràmetres que 

permetien avaluar de forma més acurada el mecanisme de formació de l’edema 

(vasogènic/citotòxic).  
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6.4. Resultats 
En pacients amb cirrosis es va trobar un augment del coeficient de difusió i una 

disminució del factor d’anisotropia en el component ràpid de l’aproximació 

biexponencial. Aquests paràmetres són compatibles amb un mecanisme vasogenic 

de l’edema i a més es normalitzen després del tractament (transplantament 

hepàtic).  

 

En la via corticoespinal s’observa el mateix comportament que en la regió de la 

substància blanca parietal però, a més, un augment del coeficient de difusió en el 

component lent de l’aproximació biexponencial. Aquest paràmetre s’associa a un 

mecanisme citotòxic de l’edema. A més després del tractament les alteracions en 

aquesta regió persisteixen. 

 

Tanmateix, no es va trobar cap alteració associada a la presència d’encefalopatia 

hepàtica mínima. 

6.5. Article original  
Chavarria L, Alonso J, García-Martínez R, Aymerich FX, Huerga E, Jacas C, Vargas V, 

Cordoba J, Rovira A. Biexponential Analysis of Diffusion-Tensor Imaging of the Brain 

in Patients with Cirrhosis before and after Liver Transplantation. AJNR Am J 

Neuroradiol. 2011; 32(8):1510-7. 
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7. ESTUDI 3 

Estudi de RM cerebral en pacients amb cirrosis i amb EH.  

7.1. Introducció 
L’EH és un desordre cerebral amb implicacions que van des de alteracions lleus de 

la funció cognitiva fins a un coma profund. L’EH es diagnostica per exclusió d’altres 

malalties neurològiques. Es creu que l’amoníac, l’edema cerebral i el metabolisme 

energètic són els possibles factors implicats en la patogenesis de l’EH. S’ha utilitzat la 

RM per avaluar les alteracions cerebrals associades a l’EH. 

7.2. Objectius 

Obtenir informació sobre els factors que intervenen en la patogènesi de l’EH. 

Per això es van analitzar les alteracions produïdes per l’edema cerebral en 

pacients amb cirrosis durant un episodi d’EH i es seguirà la seva evolució 

després de la recuperació de l’EH. També es valoraran els canvis en el 

metabolisme cerebral abans i després de l’episodi EH. Finalment s’estudiaran 

les lesions de leucaraiosis d’aquest pacients. 

7.3. Materials i mètodes 
En aquest estudi es van reclutar 18 pacients cirròtics amb EH i es van comparar amb 

un grup de control de persones sanes (n=8). Sis setmanes després de l’episodi agut 

es va tornar a avaluar els pacients (14 individus ja que es van perdre 2 pacients i es 

van morir 2 més durant el seguiment). 

 

Es varen obtenir imatges potenciades en T2 amb una seqüència FLAIR per veure les 

lesions focals en substància blanca, imatges de difusió per observar la mobilitat de 

l’aigua en dues regions: la via corticoespinal i la substància blanca parietal i 

relacionar els canvis amb la presència d'edema i un espectre en la regió de 

substància blanca parietal per veure les alteracions metabòliques durant l’EH.  

7.4. Resultats 
Els pacients amb cirrosis i EH  presenten un augment de la glutamina cerebral i una 

disminució de la colina. Aquest augment del pic de glutamina es correlaciona amb 
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els nivells d’amoni plasmàtic i amb el grau d’EH (r = 0,622, p = 0,006). A més existeix 

un augment del coeficient de difusió aparent al cervell que disminueix després de la 

recuperació de l’episodi d’EH. Aquests resultats són compatibles amb un augment 

d’aigua a l’espai extracel�lular (edema vasogènic) però no s’observa una correlació 

entre el coeficient de difusió i el grau d’EH. Aquests pacients són propensos a tenir 

lesions leucaraiòtiques i l’àrea d’aquestes lesions disminueix significativament 

després de l’episodi d’EH.  

7.5. Article original  
Chavarria L, Alonso J, García-Martínez R, Simón-Talero M, Ventura-Cots M, Torrens M, 

Vargas V, Rovira A, Cordoba J. Brain glutamine assessed by magnetic resonance 

spectroscopy in episodic hepatic encephalopathy. [Enviat per a publicació]. 
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ABSTRACT 

      Background and aims:  Proton magnetic resonance (MR) spectroscopy (1H-MRS) and diffusion-

weighted imaging have shown abnormalities that could be useful for the diagnosis of hepatic 

encephalopathy (HE).  However, most MR studies have been performed in minimal HE and have not 

reassessed the same patient after the recovery of HE. Furthermore, these studies have been 

performed on 1.5T MR magnets, which lacked enough resolution to assess glutamine. For these 

reasons, we designed a study to investigate the disturbances of brain water and metabolites and 

relate them to the outcome of HE using a 3T-MR scanner.  

     Methods:  Cirrhotic patients with overt signs of HE (n=18) at the time of admission (grade I-II: n=6, 

grade III-IV: n=12) and a group of healthy voluntaries (n=8) underwent brain MR that was repeated at 

six weeks (n=14).  

     Results:  Brain glutamine was high at baseline (Gln/Cr: 2.40±0.78 vs 0.22±0.08, P<0.001), 

decreased during follow-up (1.55±0.55, P=0.028), related to the severity of HE (r=0.62; P=0.006) and 

correlated to plasma ammonia (r=0.513, P=0.006). During HE, patients exhibited high apparent 

diffusion coefficient, and focal white matter lesions compatible with vasogenic edema. However, 

apparent diffusion coefficient values did not correlate to the grade of HE.   

     Conclusions:  Brain glutamine assessed by 1H-MRS could be a good biomarker for the 

assessment of HE. The increase of water in HE is likely limited to the extracellular compartment 

suggesting vasogenic edema secondary to disturbances in the blood-brain-barrier. However, the 

pathogenesis of HE does not seem to be directly imputable to brain edema. 

 

INTRODUCTION  

Hepatic encephalopathy (HE) is a common 

complication of cirrhosis that covers a wide 

range of neurological complications, from subtle 

cognitive deficits (minimal HE) to deep coma (1). 

The diagnosis is based on the exclusion of 

alternative neurological disorders. However, in 

clinical practice this may be difficult, due to high 

number of comorbidities present in patients with 

cirrhosis (2). For this reason, it would be useful 

to develop accurate markers for the diagnosis of 

HE. Proton magnetic resonance (MR) 

spectroscopy (1-H MRS) and diffusion-weighted 

MR imaging have shown a series of brain 

metabolic abnormalities and changes in the 

amount and distribution of water that could be 

useful for this purpose. The metabolic fingerprint 

observed on 1-H-MRS obtained in 1.5 T 

equipments is characterized by an increase in 

the Glx peak, which includes glutamate and 

glutamine, and a decrease in myo-inositol and 

choline derivates (3-5). This pattern has been 

attributed to the induction of elevated 

intracellular osmolality and the compensatory 

release of organic osmolytes (myo-inositol and 

glycerophosphocholine) during the metabolism 

of ammonia into glutamine in the astrocyte. 

 

Current hypothesis on the pathogenesis of HE 

are focused on the impairment of astrocyte 

function (6), which determines the integrity of the 

blood-brain-barrier, the concentration of 

neurotransmitters in the synaptic cleft and the 

energetic supply to the neuron. Dysfunction of 

the astrocyte may be secondary to swelling 

induced by multiple factors present in liver 
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failure (e.g. hyponatremia, ammonia, cytokines) 

(7). Water quantification has demonstrated a 

trend towards higher proportion of water in the 

white matter in overt HE (grade I-II) (8) , which 

can explain disturbances in magnetization 

transfer ratio found in cirrhosis (3;9).  However, 

contrary to what should be expected from the 

hypothesis of edema secondary to astrocyte 

swelling, MR data in cirrhosis show an increase 

of water in the extracellular compartment (10). It 

is plausible that the pathogenesis of brain 

edema depends on the temporal pattern of liver 

injury. Experimentally induced hyper-acute liver 

failure causes intracellular brain swelling (low 

ADC) without injuring the blood-brain-barrier 

(11), but sub-acute models are characterized by 

a mixed pattern of cytotoxic (intracellular) and 

vasogenic (extracellular) edema (12). A similar 

ADC pattern has been observed in patients with 

acute liver failure (cytotoxic edema) (13) and 

acute-on-chronic liver failure (mixed vasogenic 

and cytotoxic edema) (14). 

 

The majority of episodes of HE develop in 

patients with cirrhosis. However, most MR 

studies have been performed in patients with 

minimal HE and few studies have controlled for 

individual variables by reassessing the same 

patient after the recovery of HE (15). 

Furthermore, these studies have been 

performed on 1.5T magnets, which lack enough 

resolution to separate glutamine and glutamate 

peaks (figure 1 supplementary material).  

The aim of the study was to investigate the 

disturbances of brain water and metabolites and 

relate them to the course of HE. MR was 

performed with a 3T-scanner, which allows 

assessing brain glutamine (16), a key factor in 

ammonia-related neurotoxicity (17). These 

findings could support current pathogenic 

hypothesis and may be useful for developing 

diagnostic biomarkers.  In addition, we assessed 

the concentration of astroglial protein S100 beta, 

which is known to indicate glial injury and related 

blood-brain-barrier dysfunction (18;19). 

 

MATERIAL AND METHODS 

Design 

The study consisted in a prospective 

assessment of clinical and brain MR 

characteristics of a group of patients with 

cirrhosis that were admitted to the hospital 

because of an episode of overt HE (n=19). The 

patients were clinically stable, without 

manifestations of neurological impairment before 

the episode of HE (within 5 days before 

admission). The MR study was performed during 

the first 5 days of admission (one patient did not 

tolerate MR and was excluded from the study). 

All patients underwent daily biochemical 

analysis, clinical evaluation and assessment of 

the grade of HE (twice a day) until MR exam. 

The study was repeated after six weeks (±1 

week) in 14 patients (2 patients died,and 2 

patients rejected the second MR) of who 2 

exhibited HE grade 1 in the follow-up. The 

Ethics Committee of Hospital Universitari Vall 

d’Hebron approved the study and an informed 

consent was obtained from participants (first by 

next of kin and later confirmed by the patient). 

 

Patient characteristics 

The study included eighteen patients that 

showed at admission signs of overt HE (grade II 

[n=6], grade III [n=10] and grade IV [n=2]). All of 

them exhibited typical clinical and biochemical 

parameters of cirrhosis (table 1). They were 

treated according to a standard protocol that 

included the correction of precipitating factors, 

the administration of intravenous solutions and 
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initiation of oral intake when possible. The 

precipitant factors corresponded to infection 

(n=5), hyponatremia (serum sodium < 130 mEq 

/L, n=6) and diuretic-induced dehydration (n=9). 

All the patients received lactulose (through 

rectal, nasogastric or oral route) and rifaximin 

600 mg bid (nasogastric or oral route). Many of 

them showed an improvement of HE during the 

first days of admission. For this reason, the 

grades of HE were lower at the time of MR 

exam: 7 patients recovered consciousness and 

did not show HE, 8 patients exhibited low-grade 

HE (grade I-II) and 3 patients high-grade HE 

(grade III-IV). Eight healthy voluntaries (4 male, 

4 female), age-matched (57±8 years) with 

patients were evaluated as control group. 

 

S100 beta 

The serum S100 beta protein levels were 

measured using an electrochemilumi-nescence 

immunoassay (ECLIA) intended for use on 

Eclecsys immunoassay system (Roche 

Diagnostics, Switzerland). This test lasts around 

18 minutes and requires a minimum sample of 

serum of 20µL. The results of the concentration 

of S100 beta are given in micrograms per litre 

(µg/L). The immunoassay is unaffected by 

icterus (bilirubin < 25mg/dL) and hemolysis 

(hemoglobin < 1g/dL). The eighteen patients had 

bilirubin levels below the limits of interference; 

however, two of them were hemolytic samples 

and were not considered for analysis of S100 

beta. 

 

MR protocol 

MR data were acquired using a 3.0Tesla 

scanner (MAGNETOM Trio , Siemens, 

Erlangen, Germany) equipped with a 32 channel 

circular polarized receiver head array coil. 

 

The following conventional MR sequences were 

obtained in each subject: 1) Transverse proton 

density and T2-weighted fast spin-echo 

(repetition time [TR] /echo time [TE]/echo train 

length/acquisitions/ turbo factor [TF] 2900 ms 

/19 -87 ms/16/2/6) and 2) T2 fast-FLAIR (TR /TE 

/inversion time [TI] / echo train 

length/acquisitions/TF 9000 ms/93 ms/2500 

ms/12 /1/16). For both sequences, 46 

interleaved contiguous axial sections were 

acquired with a 3-mm section thickness covering 

the whole brain, 256 x 256 matrix, and 250 x 

250 mm field of view, giving an in-plane spatial 

resolution of approximately 1 x 1 mm.  

 

Diffusion-weighted imaging (DWI) imaging was 

obtained in the axial and coronal planes with 

four b values of 0, 500, 1000 and 2000 s/mm2 

along all three orthogonal axes; with 5 mm slice 

thickness, 1.5 mm intersection gap, 230-250 mm 

field of view and 128x128 matrix, covering the 

whole brain. To minimize the effects of diffusion 

anisotropy, DW data were automatically 

processed to yield standard isotropic DWI 

imaging. From all the DWI sequences, we 

calculated the apparent diffusion coefficient 

(ADC) maps.  

 

DWI was acquired in the transverse plane using 

a single-shot echo-planar sequence 

(TR/TE/acquisitions 4000ms/93ms/6) with 

gradients applied in all three orthogonal axes  

and with four b-values (range 0-3000s/mm2).  

Images were obtained with a slice thickness of 

4mm, an interslice gap of 2mm, a field of view of 

250mm, and an acquisition matrix of 128x128, 

covering the whole brain (28 slices). To 

minimize the effects of diffusion anisotropy, DWI 

data were automatically processed to yield 

standard isotropic DWI. From all the DWI 
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sequences the ADC maps were calculated using 

NUMARIS4 software syngo version B15 

(Siemens, Erlangen, Germany). 

 

Proton MR spectroscopy (1H-MRS) was 

performed from a volume of interest localized at 

the parietal-occipital regiont (with higher 

predominance of white matter) and defined by a 

cube of 20mm side containing mainly white 

matter. A 90º-180º-180º spin-echo–based pulse 

sequence was used (TR /TE /acquisitions 

3000ms /30ms /80). For water suppression, a 

chemical shift selective Gaussian pulse was 

applied. A total of 1024 data points were 

collected over a bandwith of 1200Hz. 

 

MR analysis 

All proton-density/T2 fast spin-echo and fast T2-

FLAIR images obtained at baseline and follow-

up scans were used to identify focal lesions on 

hemispheric white matter. All lesions with at 

least 3mm in diameter were manually marked on 

fast-FLAIR MR hard copies. Then, lesions were 

outlined on the computer image to compute the 

lesion volume using the Jim image analysis 

package (version 5.0, Xinapse Systems Ltd, 

Northants, UK, www.xinapse.com). 

 

ADC values (in µm²/s) were calculated from the 

ADC maps in two regions (parietal subcortical 

white matter and corticospinal tract) identified in 

six consecutive slices, along the white matter in 

or around the corticospinal tract in each 

hemisphere, following a line that connected the 

subcortical precentral white matter and the 

posterior limb of the internal capsule (20). 

 

Spectra were analyzed using LCModel software 

v6.2-4A (Stephen Provencher Inc, Oakville, ON, 

Canada) to quantify automatically the 

metabolites (ratios compared to creatine [Cr]) 

(21). Glutamine, glutamate, compounds of NAA 

(N-acetylaspartate and N-acetylaspartyl-

glutamate), choline derivates (glycerophos-

phorylcholine and phosphorylcholine) and myo-

inosiyol were analyzed by fitting a linear 

combination of a basis set of metabolite model 

spectra to the data (LCModel). The basis set 

was simulated using the GAMMA library. 

 

Statistical analysis 

The statistical analysis was performed with 

Sigma Stat package (SPSS Inc, Chicago, USA). 

Values are expressed as the mean ± standard 

deviation. Significant differences between 

intergroup data were verified with the Student’s 

t-test, Mann-Whitney U test or ANOVA. ANOVA 

test were followed by all pairwise multiple 

comparison procedures (Holm-Sidak method or 

Dunn's Method). The comparisons between 

baseline and follow-up variables were carried 

out with the paired Student’s t-test or Wilcoxon 

W test. The correlations between parameters 

were performed with Pearson or Spearman’s 

correlation. P-values <0.050 were considered 

statistically significant. 

 

 

RESULTS  

The metabolic profiles obtained on 1H-MRS 

were abnormal in patients with cirrhosis 

compared to controls: a) glutamine was higher 

(Gln/Cr: 2.40±0.78 vs 0.22±0.08, P<0.001) and 

b) myo-inositol and choline derivates were lower 

(Ins/Cr: 0.14±0.07 vs 0.66±0.07, P<0.001; 

Cho/Cr: 0.20±0.04 vs 0.26±0.03, P=0.002). 

However, glutamate and N-acetylaspartate were 

not significantly different (Glu/Cr: 1.10±0.20 vs 

1.06±0.08, P=0.157 and NAA/Cr: 1.77±0.02 vs 

1.64±0.08, P=0.92). The peak of glutamine 
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increased significantly in relation to the severity 

of HE at the day of the MR exam (P=0.038), 

while the peak of choline derivates exhibited a 

decrease (P=0.048) (figure 1). There was a 

positive correlation between glutamine/creatine 

ratio and HE grade (r=0.608, P=0.007) (figure 

2). During the follow-up the peak of glutamine 

decreased ~36 % in those patients that 

recovered from the episode of HE (from 

2.42±0.65 to 1.55±0.55, P=0.028). In contrast, 

glutamine remained stable in those patients that 

were admitted to the hospital showing HE, but 

exhibited normal mental status at MR 

assessment (baseline: 2.03±0.65, six weeks: 

1.94±0.66, P = 0.663) (figure 3). Brain glutamine 

correlated to blood ammonia in the group of 14 

patients with baseline and follow-up data 

(r=0.526, P=0.004, n=28). Myo-inositol 

increased in the follow-up but there was not any 

relation with the severity of HE. Other 

metabolites (glutamate, choline and N-

acetylaspartate) remained stable. 

 

DWI showed that ADC values were higher in the 

corticospinal tract (804±66 µm2/s vs 707±29 

µm2/s; P < 0.001) and in the parietal white 

matter (895±67 µm2/s vs: 798± 57 µm2/s; P = 

0.005) of patients with cirrhosis than in controls. 

The increase in ADC values tended to be higher 

in relation to the severity of HE (figure 4), 

reaching statistical significance in the 

corticospinal tract (P = 0.006). In the follow-up, 

ADC values (in the twelve patients who 

recovered from the HE episode) exhibited a 

significant decrease in the corticospinal tract 

(from 780±44 µm2/s to 758±44 µm2/s, P=0.025) 

and in the parietal white matter (from 884±54 

µm2/s to 842±38 µm2/s, P=0.016) (figure 5). 

The ADC values in the follow-up did not differ 

from controls in parietal white matter, but 

persisted slightly elevated in the corticospinal 

tract. 

 

Fifteen patients exhibited T2 focal lesions in the 

hemispheric white matter, of whom nine were 

revaluated after HE resolution. The lesion 

volume diminished after the episode of HE 

(P=0.039) (figure 6). The comparison between 

precipitating factors and MR parameters at 

baseline showed that ADC values in parietal 

white matter were higher in dehydration (no-

dehydrated= 861±44 µm2/s vs dehydrated= 

928±70 µm2/s; P=0.027). In addition, myo-

inositol/creatine ratio was lower in patients with 

hyponatremia (0.092±0.05 vs 0.16±0.07; 

P=0.031) 

 

The concentration of serum S100 beta 

correlated at baseline with the grade of HE 

(r=0.584, P=0.018, n=16) (figure 7), but was not 

associated with other clinical or MR variables. 

 

DISCUSSION 

The study shows abnormalities in the amount of 

several brain metabolites and in the distribution 

of water in brain compartments in episodic HE. 

Some of these MR abnormalities  appear to be 

of pathogenic relevance and may be useful for 

the diagnosis of HE. Baseline glutamine was 

higher in relation to the severity of HE and 

during follow-up decreased in those that 

exhibited an improvement of HE. In contrast, 

glutamine remained stable in those that did not 

change the grade of HE. These data are the first 

clinical evidence in support of a pathogenic role 

of glutamine in HE, because they were obtained 

by a direct assessment, instead of using Glx, 

and established an association between the 

severity of clinical manifestations and the degree 

of glutamine increase. 
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Glutamine was classically considered an inert 

amino acid, but has been proposed to be toxic to 

the astrocyte trough acting as a carrier of 

ammonia to the interior of the mitochondria (17). 

Alternatively, it may be simply an indicator of the 

exposure of the brain to ammonia, which may be 

the key factor in the development of HE. A 

recent study in an vitro-neuronal network model 

supports direct alterations in neuronal activity 

caused by ammonia (22). Previous studies have 

found an increase in the peak of Glx (23) or 

glutamine (24) in overt HE. However, a recent 

study that included 9 patients that underwent 

repeated MR assessment at five days did not 

find an association between the severity of HE 

and Glx (15). Irrespective of its role in the 

pathogenesis of HE, the assessment of 

glutamine by MR-spectroscopy could be an 

useful biomarker in the diagnosis of difficult 

cases. Cirrhotic patients may develop non-

hepatic encephalopathy secondary to small 

vessel cerebrovascular disease or Alzheimer’s 

disease; MR-spectroscopy can help in the 

diagnosis of these cases. In our study, the 

evolution of HE was closely related to the 

evolution of brain glutamine. For this reason, 

alternative diagnosis to HE should be suspected 

in those cases that show discrepancies between 

the evolution of brain glutamine and neurological 

manifestations. 

 

The most important mechanism by which brain 

glutamine has been proposed to originate HE is 

by inducing astrocyte swelling and impairing its 

function (25). The observation of a decrease in 

ADC in patients with acute liver failure supports 

this interpretation. However, MR studies in 

patients with cirrhosis have consistently found 

signs of increased extracellular water, instead of 

intracellular (10;26). Furthermore, it has been 

shown that an acute oral ammonia load in 

cirrhotic patients induces a rise in the ADC (27).  

These findings are contrary to the hypothesis 

that the severity of HE is directly caused by 

astrocyte swelling. 

 

Our data show the lack of relationship between 

neurological manifestations and the distribution 

of water between the intracellular and 

extracellular compartment. We found an 

increase in the ADC that represents an 

expansion of the extracellular compartment that 

returned to normal in the follow-up in parietal 

white matter. Similarly to a previous study that 

assessed ADC in the corticospinal tract before 

and after liver transplant, ADC did not 

completely normalized in this region after 

recovery of HE (28), which can be explained by 

persisting neurological damage (mild hepatic 

myelopathy) (29). 

 

ADC was higher in patients with signs of body 

dehydration. This finding may be explained by 

the inhibition of water transport across cellular 

membranes caused by diuretics (30). 

Interestingly, diuretics are a frequent factor 

associated to episodic HE, to which no 

mechanistic explanation has been found. The 

correlation between myo-inositol and 

hyponatremia seen in our and other studies (31) 

is an additional sign of the disturbance of brain 

water distribution. However, we could not relate 

ADC values nor myo-inositol to the severity of 

HE, suggesting that HE cannot simply be 

attributed to brain edema, as has been shown in 

experimental models (32). 

 

Our findings are not contrary to the participation 

of the astrocyte in the pathogenesis of HE. One 
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possible explanation to reconcile our data with 

signs of glial injury seen in HE is the 

participation of the astrocyte in the blood-brain-

barrier. White matter lesions in T2-weighted 

images compatible with small-vessel 

cerebrovascular disease were observed in an 

important proportion of our patients (33). Recent 

studies have shown that these lesions are 

probably indicative of higher permeability of the 

blood-brain-barrier (34;35). It is plausible that 

during HE, ammonia or glutamine cause an 

impairment of the astrocyte function, as 

supported by the association between the 

severity of HE and an increase in serum S100 

beta.  Astrocyte dysfunction could have two 

effects that are not directly related: vasogenic 

brain edema and neuronal dysfunction. 

Reversion of astrocyte dysfunction during follow-

up will lower brain edema and explain the 

decrease in the volume of white matter lesions 

(20;36) and normalization of ADC (25), but some 

sequels in neuronal function may persist (37). 

 

In conclusion, MR spectroscopy supports a 

major role of brain glutamine in the 

pathogenesis of HE. Current clinically available 

equipments of higher magnetic field (3T) provide 

better resolution that may be useful in the 

diagnosis and monitoring of HE. In spite of the 

major role of the astrocyte, brain edema is 

mostly extracellular and does not appear to be 

directly responsible for the development of 

neurological manifestations. Studies on the 

pathogenesis of HE should avoid the use of 

water disturbances as a surrogate of 

neurological manifestations.    
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FIGURE 1 

 

Figure 1:  Metabolic alterations between patients with cirrhosis and HE (n=18) and controls subjects 
(n=8). Metabolites:  Gln, glutamine; Glu, glutamate Ins, myo-inositol; Cho, choline derivates; and NAA, 
N-acetylaspartate. * P<0.050  
 

FIGURE 2 

 

Figure 2:  Correlation of baseline brain glutamine/creatine ratio (Gln/Cr) and the grade of HE 
determined at the time of the RM exam 
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FIGURE 3 

 

Figure 3:  The follow-up of brain glutamine (Gln/Cr) in relation to the severity of HE at baseline. 
*P<0.050 
 

FIGURE 4 

 

Figure 4:  Apparent diffusion coefficient values (ADC, in µm2/s) of patients with different degrees of 
HE (in grey, n=18) and controls (in white, n=8) in two different regions. The mean of each group is 
marked by a dash. *P<0.050  
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FIGURE 5 

 

Figure 5:  The follow-up of apparent diffusion coefficient values (ADC, in µm2/s) of patients with 
cirrhosis (n=12) in two brain regions. At baseline study is differenced the patients without HE (dots in 
white) and the patients with low-grade HE (grade I-II, dots in grey). *P<0.050 
 

 FIGURE 6 

 

Figure 6:  T2 lesions volume of cirrhotic patients with overt HE and the follow-up after the recovery of 
HE. *P<0.050 
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FIGURE 7 

 

Figure 7:  Correlation between the concentration of serum S100 beta protein levels and and the grade 
of HE at the time of the RM exam. 
 

SUPPLEMENTARY MATERIAL: FIGURE 1 

 

Figure 1: Improvement of the resolution of spectra in the region where are localized glutamine (Gln) 
and glutamate (Glu) peaks (2.05-3.05 ppm) according to the magnetic field (1.5 or 3 Tesla magnets). 
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Table 1: Clinical characteristics of cirrhotic patients with acute episode of HE (baseline) and six 
weeks after the episode of HE (longitudinal). The parameters have been determined within 6 
hours of MR study. 
 

Study  Baseline Longitudinal 

Number 18 14 

Age (years) 60 ± 10 59 ± 11 

Male/female 13/5 10/4 

Etiology    

hepatitis C virus 2 1 

Alcohol 8 5 

hepatitis C virus + alcohol 3 2 

Other 5 4 

HE grade*    

0 7 12 

I 5 2 

II 3 0 

III 1 0 

IV 2 0 

Child Pugh A/B/C 1/9/8 1/5/8 

Biochemical parameters    

Prothrombin activity (%) 53.2 ± 13.9 64.0 ± 17.2 

Sodium (mEq/L) 134.6 ± 6.3 136.3 ± 3.8 

Potassium(mEq/L) 4.0 ± 0.6 4.4 ± 0.3 

Creatinine (mg/dl) 1.1 ± 0.7 0.9 ± 0.3 

Total bilirubin (mg/dl) 2.8 ± 1.0 2.2 ± 1.1 

Conjugated bilirubin (mg/dl) 1.1 ± 0.4 0.9 ± 0.5 

Albumin (g/dl) 3.3 ± 0.6 3.3 ± 0.4 

Aspartate transaminase (UI/L) 58.6 ± 48.8 68.5 ± 59.3 

Alanine transaminase (UI/L) 36.9 ± 32.3 47.7 ± 40.2 

Alkaline phosphatase (UI/L) 118.8 ± 47.0 144.9 ± 74.1 

gamma-Glutamyl transpeptidase (UI/L) 96.0 ± 79.1 110.2 ± 35.8 

Plasma ammonia concentration (µM) 105.8 ± 53.5 89.5 ± 47.8 

* West-Haven criteria 
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8. ESTUDI 4 

Estudi de l’edema cerebral en un model animal d’insuficiència 

hepàtica crònica secundària a la lligadura del conducte biliar. 

8.1. Introducció 
L’edema cerebral  està present en els pacients amb cirrosi i  la RM és utilitzada per 

avaluar aquest edema. Existeix un estudi de RM realitzat en un model experimental 

d’insuficiència hepàtica crònica induït amb toxines però en el que no s’observa els 

mateixos resultats obtinguts en els estudis clínics. Una possible limitació d’aquest 

estudi podria ser l’ús de toxines per generar el model experimental ja que aquestes 

toxines podrien alterar  la integritat de la barrera hematoncefàlica.   

8.2. Objectius 
Estudiar l’edema cerebral en un model experimental d’insuficiència hepàtica 

crònica. Per tal d’evitar qualsevol interacció entre la barrera hematoencefàlica i les 

toxines, el model experimental elegit en aquest estudi és quirúrgic. També 

s’avaluaran les alteracions implicades en el metabolisme cerebral. 

8.3. Materials i mètodes 
Es va realitzar un estudi de RM per mesurar les alteracions de la mobilitat de l’aigua 

cerebral produïes per la insuficiència hepàtica crònica. Aquest estudi es va realitzar 

en rates amb cirrosi secundària a la lligadura del conducte biliar.  

 

Els experiments es van realitzar en 6 rates controls i en 8 rates cirròtiques a les 4, 5 i 6 

setmanes de la lligadura del conducte biliar. A més, a la sisena setmana es va tornar 

a realitzar l’experiment de RM al cap de 3 hores d’haver inoculat lipopolisacàrids. 

L’injecció de lipopolisacàrids es va realitzar per tal de generar una descompensació 

aguda de la cirrosi.  

 

També es va quantificar el contingut d’aigua cerebral per gravimetria en rates 

controls i rates a les 6 setmanes de la lligadura del conducte biliar; sense o amb 

inoculació de lipopolisacàrids (n=7 per cada grup).  
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8.4. Resultats 

En  l’espectroscòpia de RM es va observar un augment de la glutamina i una 

disminució de myo-inositol de les rates BDL a mesura que progressava la 

insuficiència hepàtica. La quantitat d’aigua cerebral en aquestes rates 

augmentava en el còrtex frontal i hi havia diferències significatives després 

de la inoculació de lipopolisacàrids. Però aquests canvis d’aigua no 

modificaven el coeficient de difusió aparent. Aquest resultat dóna suport a la 

existència d’un edema mixte (vasogénic i citotòxic) en la insuficiència 

hepàtica crònica descompensada. 

8.5. Article original 

Chavarria L, Oria M, Romero-Giménez J, Alonso J, Lope-Piedrafita S, Cordoba J. 

Magnetic resonance study in an experimental model of cirrhosis. [Enviat per a 

publicació] 



[ESTUDI 4] 93 
 

Title:  Magnetic resonance supports a mixed origin of brain edema in experimental 

acute-on-chronic liver failure.  

 

Authors: 

Laia Chavarria1,2,3, Marc Oria1,2,3, Jordi Romero-Giménez1, Juli Alonso2,4, Silvia Lope-Piedrafita5, Juan 

Cordoba1,2,3 

 

 

Affiliations : 

1. Liver Unit, Hospital Vall Hebron, Barcelona, Spain 
2. Centro de Investigación Biomédica en Red de Enfermedades Hepáticas y Digestivas (CIBEREHD), 

Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain   
3. Departament Medicina. Universitat Autònoma de Barcelona,Bellaterra, Spain. 
4. Magnetic Resonance Unit, Hospital Vall Hebron, Barcelona, Spain. 
5. SeRMN, Universitat Autònoma de Barcelona, Bellaterra, Spain.  
 
 
 

E-mail addresses: 

Laia Chavarria: lchavarria@ir.vhebron.net 

Marc Oria: moria@ir.vhebron.net 

Jordi Romero-Giménez: joromero@ir.vhebron.net 

Juli Alonso: julialonso@idi-cat.org 

Silvia Lope-Piedrafita. silvialope@uab.es 

Juan Córdoba: jcordoba@vhebron.net 

 

Financial Support: 

This project was supported by grant from Instituto de 

Salud Carlos III (FIS PI08/0698). CIBEREHD is 

supported by Instituto de Salud Carlos III.  

 

Disclosures 

Nothing to disclose 

 

Keyword: 

Cirrhosis, bile duct ligation, diffusion imaging, proton 

spectroscopy, gravimetry 

 

List of Abbreviations: 

ADC: apparent diffusion coefficient 

BDL: bile-duct ligation 

LPS : lipopolysaccharide 

TR: repetition time 

TE: echo time 

Ins: myo-inositol 

Gln: glutamine 

Glu: glutamate 

NAA: N-acetylaspartate 

Cr: creatine 

 

Corresponding author: 

Juan Córdoba 

Hospital Universitari Vall d’Hebron 

Passeig Vall d’Hebron 119-129 

08035 Barcelona, Spain 

Email:jcordoba@vhebron.net 

Tel: +34 932476140  

Fax: +34 932476068 



94 [ESTUDI 4] 
 

ABSTRACT 

Background & Aim:  Brain edema is a complication of liver failure that can be reproduced in 

experimental models. In acute liver failure, the participation of cytotoxic mechanisms have been 

shown experimentally and clinically. In chronic liver failure, magnetic resonance (MR) studies suggest 

an important role for vasogenic mechanisms. The aim of the study was to investigate the MR 

characteristics of the brain in a rat model of acute-on-chronic liver failure. 

Methods:  Rats with bile duct ligation were studied at 4, 5 and 6 weeks and after superimposed 

administration of lipopolysaccharide. MR techniques were applied in vivo to assess brain metabolites 

and the intra or extracellular distribution of water.  The brain water content was assessed by 

gravimetry. 

Results:  MR-spectroscopy showed an increase in brain glutamine and a decrease in myoinositol and 

choline in relation to the progression of liver disease.  BDL rats showed a progressive and slight 

increase in the amount of cortical brain water that resulted significant after inoculation of LPS. These 

changes did not modify the apparent diffusion coefficient, supporting the mixed (vasogenic and 

cytotoxic) origin of brain edema in acute-on-chronic liver failure. 

Conclusions:  The mechanisms of brain edema development associated to acute-on-chronic liver 

failure relate to the temporal course of liver failure and to coexistent pro-inflammatory stimuli. MR 

supports the presence of cytotoxic and vasogenic mechanisms in the induction of brain edema in BDL 

rats exposed to LPS. 

 

INTRODUCTION 

Several disturbances of the brain have been 

described in liver failure. The two more 

prominent features are a decrease in the level of 

consciousness, which is referred to as hepatic 

encephalopathy, and an increase in the amount 

of brain water that can result in intracranial 

hypertension and death. Brain edema is well 

described in acute liver failure, clinically and 

experimentally (1) and is considered the 

consequence of acute hyperammonemia. 

Chronic liver failure and acute-on-chronic liver 

failure are by far much more common than acute 

liver failure and are also associated with 

hyperammonemia and neurological 

complications. However, the role of brain edema 

in these situations is controversial. Intracranial 

hypertension is seldom seen in cirrhosis and is 

restricted to severe HE (2). Recent data 

obtained in patients with cirrhosis and mild HE 

using a sensitive method (quantitative water 

mapping) has demonstrated a slight increase of 

brain water in grey matter (3). These data 

suggest that brain edema is present in the whole 

spectrum of liver failure. The differences in the 

degree of edema between acute and chronic 

situations are probably explained by the severity 

of the acute insult and the chronic activation of 

compensatory mechanisms.  

 

Edema has been attributed to the effects of a 

sudden rise in the concentration of glutamine in 

the astrocytes, via the metabolism of ammonia 

to glutamine. The increase in glutamine can 

cause a rise in intracellular osmolality or induce 

mitochondrial toxicity through the activation of 

the transition pore (4). The osmotic distubances 

may be compensated to a certain extent by the 

release of organic osmolytes. However, once 

compensatory mechanisms are exhausted the 
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astrocyte swells, an effect that has been 

proposed to explain neuronal dysfunction and 

encephalopathy (5).  

 

Magnetic resonance (MR) of the brain has been 

applied to experimental models of acute liver 

failure with the goal of understanding the 

pathogenesis of brain edema. In an ischemic 

model secondary to hepatic artery ligation, brain 

edema related to a decrease in the apparent 

diffusion coefficient (ADC), which is consistent 

with a cytotoxic mechanism. However, in 

galactosamine-induced acute liver failure, MR 

found signs of mixed (vasogenic and cytotoxic) 

brain edema that were related to the time since 

the induction of liver failure. A relationship 

between ADC and the time-course of liver injury 

has also been found when comparing different 

clinical situations (1).  

 

The aim of the study was to investigate the 

mechanisms involved in brain edema in a model 

of acute-on-chronic liver failure in BDL rats with 

superimposed inflammation induced by 

lypopolysacharide (LPS). We applied diffusion-

weighted imaging to measure water motion in 

the brain, MR-spectroscopy to assess several 

metabolites and performed absolute water 

quantification by gravimetry. 

 

MATERIALS & METHODS 

Animal model 

This study was performed in 200-250g Sprague-

Dawley male rats (Harlan, Udine, Italy). Animals 

were housed in polycarbonate cages under 

standard laboratory conditions: a 12/12 hours 

light/dark cycle, a constant temperature of 22 ± 

2 degrees Celsius and a relative humidity about 

50%. Standard food (A04, Panlab, Barcelona, 

Spain) and water were available ad libitum. All 

procedures were performed in accordance to 

Spanish legislation and approved by the Animal 

Research Committee in the facilities of Institut 

de Recerca, Hospital Universitari Vall d’Hebron. 

Rats underwent BDL under anesthesia 

(isofluorane). Briefly, bile duct was isolated from 

adjacent fat tissue and two ligations were 

implemented to interrupt the bile duct. Formalin 

solution was injected into the bile duct through a 

30G needle, to preserve it and avoid the 

retention of bilis. These animals developed 

cirrhosis and ascites within 4-6 weeks of BDL. 

Rats received an intramuscular dose of vitamin 

K (0.1mL/kg) (Roche, Basel, Switzerland) at the 

end of surgery. Sham-operated rats underwent 

the same intervention without bile duct ligation. 

After the performance of MR, those rats that 

achieved week 6, received a dose of LPS 

(1mg/kg i.p.) of Klebsiella Pneumoniae (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) and underwent a 

second MR assessment 3 hours after the 

injection of LPS.  

 

Experimental Design 

The experimental design consisted in two 

experiments: a) magnetic resonance study and 

b) brain water assessment by gravimetry. 

The magnetic resonance study was performed 

on BDL rats (n=8) and sham-operated controls 

(n=6) repeatedly at 4, 5 and 6 weeks after 

surgery and 3 hours after LPS administration. 

Although, all BDL rats achieved week 4, the 

posterior mortality was high: 70% achieved 

week 5 and 35% achieved week 6. Only the 

results at week 4 and week 5 of those rats that 

achieved week 6 were considered for analysis.  

Brain water assessment by gravimetry was 

performed in four groups of animals at 6 weeks 

after ligation: BDL rats (n=7), BDL rats with LPS 

(n=7), Sham-operated controls (n=7) and Sham-
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operated controls with LPS (n=7). Venous blood 

samples were extracted after MR assessment 

and at the time of sacrifice in rats that 

participated in the gravimetric measurement. 

 

Magnetic Resonance Experiments 
1H-Magnetic resonance studies were performed 

in a 7T Bruker BioSpec 70/30 USR (Bruker 

BioSpin GmbH, Karlsruhe, Germany) equipped 

with a mini-imaging gradient set (400mT/m), a 

circular polarized transmitter whole body coil (72 

mm diameter) and a circular polarized receiver 

rat head coil. All MR data were acquired and 

processed on a Linux computer using Paravision 

4.0 software (Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe, 

Germany). 

 

The animal laid inside the MR-spectrometer on a 

bed equipped with a fixation system (tooth-bar 

and ear-plugs) to avoid motion artifacts and a 

tube that continuously provided the anesthetic 

(2% isofluorane) during a period of about 40 

minutes. Body temperature and respiration were 

continuously controlled with a small animal 

monitoring and gating system (Model 1025, SA 

Instruments, Inc., Stony Brook, NY, USA). 

 

Anatomical images 

The anatomical images allow the localization of 

the regions of interest. The studied regions were 

visual cortex, sensorimotor cortex, motor cortex, 

hippocampus, thalamus, hippothalamus, 

striatum and nucleous accumbens. The images 

were obtained using rapid acquisition relaxation-

enhanced (RARE) sequence (TR/TEeff/ETL 

4000ms/36ms/8) in axial (13 slices), sagital (9 

slices) and coronal (6 slices) plans. These 

orthogonal plans were used as an image of 

reference with the following parameters: slice 

thickness of 1mm, an acquisition matrix of 

256x256 mm and a field of view of 

35mm×35mm.  

 

T2-weighted map 

T2-weighted image were also acquired using 

multi-slice multi-echo (MSME) sequence (TE/TR 

10-120ms/2000ms) in 13 continuous slices with 

1mm thickness, an acquisition matrix of 128x128 

mm and a field of view of 35mm×35mm to obtain 

T2 maps. 

 

Apparent Diffusion Coefficient map 

DTI were acquired using an echo-planar 

sequence (TR/TE/∆/δ 2000ms/35ms/20ms/4ms) 

with the identical geometry of T2 map along 20 

diffusion directions and 4 b-values (range 0-

1000 s/mm2) to obtain ADC maps.  

 

In vivo 1H spectroscopy 

Localized 1H spectroscopy were obtained using 

a point resolved spectroscopy (PRESS) 

sequence preceded by a variable pulse power 

and optimized relaxation delays (VAPOR) 

sequence for global water suppression in a 

voxel size of 6.5mmx6.5mmx6.5mm with the 

following parameters: a spectral bandwidth 

4000Hz, 4096 points, TE 12 ms, TR 2.5 s and 

64 scans. The voxel was located above the 

pituitary gland and caudal to olfactory bulb and 

included grey and white matter. Chemical shifts 

were referenced to creatine at 3.02 ppm. 

Metabolites were quantified automatically (ratios 

compared to creatine) using LCModel software 

(Stephen Provencher Incorporated, Oakville, 

Ontario, Canada) (6). The LCModel software 

performs an automatic quantification of the in 

vivo spectra by reference spectra of rat brain 

built by phantoms of each metabolite. 
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Brain Water Measurement 

Cerebral water content of BDL rats (n=8) was 

measured by a gravimetric method using a 

bromobenzene-kerosene gradient density 

calibrated with sulfate potassium. Percentage of 

water in tissue was calculated as described in 

(7). Briefly, a gradient of a mixture of 

bromobenzene and kerosene was built in a 100 

mL graduate cylinder. Thirty minutes later, 

standards of sulphate potassium were immersed 

to get a calibrated curve. The animals were 

decapitated and brain was removed into a dry 

plaque. Then brain samples from frontal cortex 

were cut with a volume about 1mm3 and were 

immersed into calibrate gradient density. After 2 

minutes of immersion the specific gravity (sp gr) 

was determined by the calibrated curve obtained 

with sulphate potassium. The cerebral water 

content was computed using two tissue-specific 

constants (mtissue, btissue) that have been 

determined by immersion of samples of dry solid 

tissue [Eq.1]. This method permitted a resolution 

in gray matter of 0.2%/graduate that was suited 

for the study of brain edema. 

 

tissue
tisuue b
grsp

m

tissueg

OHg −=
  

2  %
  [1] 

 

Statistical Analysis 

The significant differences between data in MR 

experiments (BDL and sham rats) were verified 

with two-way ANOVA for repeated measures. 

The significant differences between data in 

gravimetry (BDL and sham rats) were confirmed 

with one-way ANOVA. P-values < 0.050 were 

considered statistically significant. All the 

statistical analysis was performed with Sigma 

Stat package (SPSS Inc Chicago, USA). 

 

 

RESULTS 

General features 

BDL rats showed biochemical alterations that 

are typical of advanced liver failure (week 6: ALT 

128±96 IU/L, bilirubin 5±2 mg/dL, urea 38±20 

mg/dL). Some of these alterations worsened 

after inoculation of LPS (ALT 126±50 IU/L, 

bilirubin 5±2 mg/dL, urea 73±44 mg/dL).  

  

MR Experiments 

T2 values remained stable in all studied regions, 

showing similar results between BDL and sham 

rats (Table 1). Likewise, ADC values did not 

show differences between BDL and Sham rats 

in all the studied regions (Table 2).  

In comparison to T2 and ADC, the metabolic 

profile obtained by spectroscopy differed 

between BDL and controls: glutamine and 

lactate were higher, while glutamate, choline 

and myoinositol were lower (Figure 1). These 

differences were related to the time course, as 

demonstrated by the presence of interaction in 

the two-way ANOVA between the duration of the 

model and the metabolites glutamine (Gln/Cr: 

P=0.040) and choline (Cho/Cr: P<0.001). NAA 

did not differ between BDL and controls and was 

stable during the evolution of the model.  

 

Brain Water  

Gravimetric studies (Figure 2) showed a 

progressive increase in the brain water content 

in the frontal cortex among the four groups 

(ANOVA, P = 0.029). All pair-wise multiple 

comparisons showed significant differences 

between the group of sham-operated and the 

group of BDL rats challenged with LPS injection.  
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DISCUSSION  

Brain edema is a complication of liver failure that 

can lead to intracranial hypertension and dead. 

The accumulation of brain water may be 

predominantly limited to the intracellular or the 

extracellular space. The former is secondary to 

cellular swelling, mostly present in astrocytes; 

while the latter occurs due to an increase in the 

permeability of the blood-brain-barrier. The 

results of the current study indicate that both 

elements are present in acute-on-chronic liver 

failure. We have shown an increase in the 

amount of brain water in BDL rats challenged 

with LPS. This model has been considered to 

correspond to an acute decompensation of 

chronic liver failure, because combines 

sustained liver injury with the inflammatory 

response induced by LPS (8). Brain edema was 

not accompanied by changes in ADC, which 

indicates that affects both, the intracellular and 

extracellular compartments. These results are in 

accordance with MR findings in patients with 

acute-on-chronic liver failure and support that 

the mechanisms that generate brain edema 

relate to the time course of liver failure.    

 

The pathogenesis of brain edema in acute liver 

failure has been attributed to astrocyte swelling, 

due to neuropathological findings in patients, 

observations in cultures of astrocytes exposed 

to ammonia and results of MR studies in 

experimental models (9). In accordance with an 

intracellular increase of water, diffusion weighted 

imaging has shown a decrease in the ADC. 

However, the MR characteristics of brain water 

distribution in cirrhosis, by far the most common 

cause of chronic liver failure, are different to 

those of acute liver failure. Patients with chronic 

liver failure show a rise in ADC (10) that may be 

exacerbated after an ammonia load (11). 

Studies of brain water distribution in patients 

with acute-on-chronic liver failure are similar to 

those of the current study and are better 

accounted for by mixed edema (12).  

 

A possible explanation for our findings is the 

coexistence of cytotoxic and vasogenic 

mechanisms (13).  During acute-on-chronic liver 

failure, there will be an initial cytotoxic injury to 

the astrocyte. This injury would be mediated by 

ammonia and glutamine, as suggested by 

results in patients with acute liver failure (14) 

and in animal models (15). Initially, a 

compensatory response will include the 

decrease in myoinositol and choline, as we 

show in 4-5 weeks old BDL rats and the 

activation of aquaporin-4, a water channel that 

has been shown to be activated in 4 week old 

BDL (16). Systemic mechanisms, such as 

inflammatory stimuli and oxidative stress injury, 

present in 6 week old BDL rats could lead to a 

further damage of the astrocyte, induce the 

genesis of lactate, as observed in our and other 

studies (17) and increase the permeability of 

blood-brain-barrier to water (18). This process 

may explain the lack of changes in ADC in BDL 

rats with acute-on-chronic liver failure.    

 

One important consequence of our findings is 

that hepatic encephalopathy cannot be simply 

attributed to the consequences of astrocyte 

swelling. If this would be the case, neurological 

manifestations would be directly related to 

increased intracellular water and accordingly to 

a decrease in the ADC. Our results are in 

accordance to those of other authors that show 

differences in brain water distribution in relation 

to the time course of liver failure. The results 

suggest that there is a spectrum in the increase 

in brain water in liver failure that is 
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predominantly intracellular in acute liver failure, 

mixed in acute-on-chronic liver failure and 

extracellular in chronic liver failure.   

In conclusion, the severity and time course of 

liver failure is critical in the pathogenesis of brain 

edema. BDL rats show a pattern of metabolic 

disturbances in the brain similar to cirrhotic 

patients with an increase in glutamine and a 

decrease in myo-inositol and choline derivates. 

These findings highlight the relevance of the 

duration of liver failure in the generation of brain 

edema and in the activation of compensatory 

mechanisms. Similarly to patients with acute-on-

chronic liver failure, brain edema in BDL rats 

challenged with LPS, appears to involve 

cytotoxic and vasogenic mechanisms. 
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FIGURE 1 

 

Figure 1: MR-spectrocopy of the brain in BDL (black) and sham rats (white) at repeated exams 
following surgery: 4, 5, 6 weeks (at baseline and 3 hours after LPS inoculation). Metabolites: Cr, 
creatine; Gln, glutamine; Glu, glutamate; Ins, myo-inositol; Lac, lactate; Cho, choline derivates; NAA, 
N-acetylaspartate. Two-ways repeated measures ANOVA followed by Dunn's Method or Holm–Sidak 
pairwise comparisons. (# P<0.050 intergroup and *P<0.050 intragroup). 
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FIGURE 2 

 

Figure 2:  Percentage of cerebral water content quantified by gravimetry in sham rats and BDL rats at 
6 weeks after surgery with or without LPS administration. One-way ANOVA followed by Dunn's 
Method or Holm–Sidak pairwise comparisons (* P<.050). 
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Table 1: T2 values of BDL and Sham rats at 4, 5 and 6 weeks after bile-duct ligation and at 6 

weeks and 3 hours after Lipopolisacharides (LPS) inoculation 

 T2 values (ms)  

 BDL Sham 

 4 5 6 6 + LPS 4 5 6 6 + LPS 
P§ 

Thalamus 45.0 ± 2.5 45.4 ± 2.9 45.2 ± 2.6 45.4 ± 2.6  45.3 ± 3.2 46.2 ± 3.7 45.1 ± 3.2 45.4 ± 3.1 0.443 
Hypothalamus 48.9 ± 3.5 48.9 ± 3.9 48.9 ± 3.7 49.3 ± 3.7  49.9 ± 4.5 50.5 ± 5.1 49.7 ± 5.3 50.2 ± 4.6 0.815 

Motor Cortex 49.2 ± 3.0 49.3 ± 3.3 50.2  ± 2.9  49.9 ± 3.0 49.9 ± 4.4 50.0 ± 4.5 50.6 ± 4.6 49.7 ± 4.2 0.500 
Sensorial Cortex 47.9 ± 3.0 47.8 ± 3.3 48.6 ± 2.9 48.2 ± 3.0  48.0 ± 4.4 48.6 ± 4.5 48.5 ± 4.4 47.8 ± 4.2 0.282 

Hippocampus 51.1 ± 3.0 51.0 ± 3.2 51.0 ± 3.1 50.8 ± 3.0  51.3 ± 3.4 51.6 ± 3.8 51.6 ± 3.7 51.0 ± 3.5 0.735 
Striatum 48.2 ± 0.5 48.0 ± 0.5 47.7 ± 0.4 47.6 ± 0.5  48.5 ± 0.7 48.8 ± 0.3 48.6 ± 0.7 48.0 ± 0.5 0.847 

Acumbens 
Nucleus 

49.1 ± 3.0 49.2 ± 3.2 49.1 ± 3.0 48.2 ± 3.0  49.8 ± 3.6 50.6 ± 3.8 50.0 ± 3.7 49.6 ± 3.7 0.495 

Substantia Nigra 47.4 ± 4.0 46.7 ± 3.2 47.3 ± 3.9 46.7 ± 3.7  46.8 ± 3.7 46.7 ± 4.2 47.0 ± 4.1 46.4 ± 3.4 0.964 
Cerebellum 49.4 ± 3.4 49.1 ± 3.8 49.4 ± 3.4 49.4 ± 3.5  49.4 ± 4.1 50.4 ± 5.0 49.4 ± 4.3 49.3 ± 4.2 0.056 

Brainstem 47.0 ± 3.4 47.7 ± 3.8 47.5 ± 3.4 46.9 ± 3.5  48.1 ± 4.1 48.9 ± 5.0 47.9 ± 4.3 47.8 ± 4.2 0.809 
§ Two-ways repeated measures ANOVA 

 

 

Table 2: Apparent diffusion coefficient (ADC) values of BDL and Sham rats, at 4, 5 and 6 weeks 

after bile-duct ligation and at 6 weeks and 3 hours after Lipopolisacharides (LPS) inoculation 

 ADC values (µm²/s)  

 BDL Sham 

 4 5 6 6 + LPS 4 5 6 6 + LPS 
P§ 

Thalamus 860 ± 36 920 ± 45 839 ± 36 841 ± 41 922 ± 48 875 ± 58 784 ± 41 827 ± 43  0.233 
Hypothalamus 882 ± 44 941 ± 51 829 ± 49 832 ± 52 923 ± 96 903 ± 77 856 ± 92 863 ± 76  0.746 

Motor Cortex 843 ± 73 870 ± 65 799 ± 71 833 ± 71 891 ± 64 909 ± 90 799 ± 74 824 ± 66  0.594 
Sensorial Cortex 828 ± 68 855 ± 63 772 ± 65 813 ± 78 884 ± 68 881 ± 71 779 ± 58 812 ± 70  0.745 

Hippocampus 867 ± 49 921 ± 48 818 ± 46 849 ± 50 946 ± 61 893 ± 70 823 ± 57 848 ± 62  0.454 
Striatum 793 ± 42 830 ± 57 763 ± 41 804 ± 41 847 ± 129 834 ± 101 760 ± 28 754 ± 97  0.847 

Acumbens 
Nucleus 821 ± 42 816 ± 43 709 ± 33 760 ± 39 841 ± 43 832 ± 51 653 ± 46 796 ± 39  0.885 

Substantia Nigra 880 ± 55 948 ± 54 836 ± 45 863 ± 47 937 ± 71 886 ± 76 832 ± 54 839 ± 45  0.431 
Cerebellum 772 ± 103 827 ± 99 666 ± 75 724 ± 83 877 ± 97 789 ± 100 749 ± 103 748 ± 94  0.261 

Brainstem 989 ± 63 1051 ±  66 967 ± 62 1019 ± 69 986 ± 66 890 ± 73 851 ± 70 899 ± 57  0.241 
§ Two-ways repeated measures ANOVA 
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9. DISCUSSIÓ 

L’edema cerebral és una greu complicació present en la insuficiència hepàtica tant 

crònica com aguda però encara no es sap amb certesa quin és el mecansime que 

propicia l’increment d’aigua al cervell. El metabolisme cerebral també es veu 

alterat sobretot per un augment destacat de la glutamina. Es creu que aquests 

factors poden estar implicats en la patogènesis de l’EH. 

9.1. Edema cerebral  
En el primer estudi es va utilitzar un model quirúrgic d’insuficiència hepàtica aguda 

en el qual s’havia demostrat un increment d’aigua cerebral amb tècniques 

gravimètriques (60). Aquest model consistia en realitzar una anastomosi portocava i 

una posterior lligadura de l’artèria hepàtica. Un punt important de l’estudi era el fet 

que el model produís insuficiència hepàtica sense utilitzar cap toxina i d’aquesta 

manera evitar qualsevol alteració que podia causar la toxina en la barrera 

hematoencefàlica.   

 

En l’estudi es pretenia caracteritzar l’edema cerebral de la insuficiència hepàtica 

aguda mitjançant tècniques de RM. Cal esmentar que no existeixen tècniques de 

RM que siguin fàcilment aplicables per obtenir una quantificació ‘in vivo’ de l’aigua 

cerebral. En la seva absència, les tècniques de difusió donen les eines útils per 

investigar l’edema cerebral, encara que a vegades la seva interpretació pot ser 

difícil a causa de la complexitat d'alguns processos com per exemple la lesió dels 

teixits o l'edema mixte (61).  

 

En rates amb insuficiència hepàtica aguda es va observar que es produïa una 

disminució de l’ADC. Aquesta baixada d’ADC era homogènia en tot el cervell i es 

donava en totes les regions estudiades. Com ja s’ha comentat, l’ADC és un 

paràmetre de RM que permet estimar la dinàmica de l’aigua al cervell però que no 

serveix per quantificar l’aigua, per això es va quantificar l’aigua amb la tècnica 

gravimètrica.  

 

El mal funcionament de la bomba de sodi en les fases inicials de la isquèmia 

cerebral (61) o al desequilibri osmòtic produït en una situació d’hiponatrèmia (41) 

causa un augment d’aigua a l’espai intracel�lular i produeix una baixada d’ADC. En 
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el nostre estudi, la disminució de l’ADC era més pronunciada a mesura que 

avançava la insuficiència hepàtica (estat de precoma i coma) i anava en paral�lel 

amb l’increment de l’aigua cerebral, mesurat per  gravimetria. Això indicava que 

l’edema cerebral en la insuficiència hepàtica aguda es deu a un mecanisme 

citotòxic.  

 

Aquestes observacions es van reafirmar amb l’estudi de la permeabilitat de la 

barrera hematoencefàlica. La integritat de la barrera hematoencefàlica es va 

avaluar amb el coeficient de transferència de la sucrosa marcada amb carboni-14. 

Aquest mètode està àmpliament utilitzat en models experimentals d’isquèmia. En 

una situació d’isquèmia s’observa un augment del coeficient de transferència 

d’unes cinc vegades superior al observat en animals controls (62). En els nostre 

estudi la permeabilitat de la sucrosa no es veu alterada i aquest resultat recolza el 

mecanisme citotòxic de l’edema cerebral.  

 

Tanmateix, es va voler analitzar el paper que tenia l’anastomosi portocava en el 

desenvolupament de l’edema cerebral. Es va observar que no es produïen canvis 

en el valors d’ADC. A més, en els estudis gravimètrics tampoc es veuen canvis en el 

contingut d’aigua cerebral (~81% en cortex frontal (63)). Per tant, el model 

d’anastomosi portocava, per se, no produeix un edema cerebral, en canvi si que 

s’observen canvis en el metabolisme cerebral. Una possible explicació seria que es 

produeixen canvis dels metabòlits osmòticament actius , en absència de fallada 

energètica (64), que serveixen per mantenir la concentració osmolítica i iònica 

existent entre l’espai extracel�lular i l’intracel�lular i garantir així el volum cel�lular. 

 

Existeixen dos estudis experimentals on han realitzat neuroimatge en models 

d’insuficiència hepàtic aguda induïts per infusió d’amoníac (65) i per l’administració 

de galactosamina (66). Ambdós estudis veuen alteracions en la dinàmica de l’aigua 

cerebral de forma heterogènia, és a dir, regions on es produeix una baixada ADC, 

com l’hipotàlam, regions on es veu un increment, com a l’estriat, i d’altres que es 

mantenen inalterades, com en el nucli accumbens. Els autors d’aquests estudis 

interpreten que aquests canvis es deuen a la presència d’un edema mixte (citotòxic 

i vasogènic). Però, encara que no es pot descartar que l’amoníac tingui un cert 

efecte tòxic en el cervell i que produeixi alteracions en l’ADC, existeixen algunes 
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limitacions en aquests dos estudis. En l’estudi del model per infusió d’amoníac no es 

va avaluar l’augment d’aigua cerebral i a més els experiments es van realitzar 

durant les dues hores posteriors a la injecció d’una única dosi d’amoníac (65). S’ha 

demostrat que l’edema cerebral no es fa evident fins després de, com a mínim,  3 

hores d'una infusió contínua d'amoníac (67). Per tant, no es coneix si els resultats 

obtinguts es deu a l’increment de l’aigua o a la redistribució de l’aigua degut al 

bolus d’amoníac.  En l’estudi d’infusió de galactosamina si que es va demostrar un 

increment d’aigua al cervell i un augment de la permeabilitat de la barrera 

hematoencefàlica, com havien demostrat altres estudis (68;69), i que, conjuntament 

amb les alteracions d’ADC, podrien confirmar l’edema mixte. Però no es pot 

descartar que existeixi alguna pertorbació a la barrera causada per la 

galactosamina. En canvi, en els estudis amb cultius cel�lulars s’observa un increment 

d’aigua dins de l’astròcit quan es dóna una  infusió d’amoníac (70;71).  

 

En els estudis clínics realitzats en pacients amb insuficiència hepàtica aguda, 

secundària principalment a hepatitis viral aguda (tipus A, B, E) o a tractament amb 

antituberculosos, s’observa un increment d’aigua cerebral (72) associada a una 

disminució de l’ADC (73). Cal afegir que estudis on han examinat l’estructura dels 

capil�lars cerebrals, obtinguts a partir de biòpsies de pacients morts per insuficiència 

hepàtica aguda,  mostren que les unions intercel�lulars (tight junction) es mantenen 

intactes (74) i  a més es veu una vacuolització de les cèl�lules que envolten el vas. 

Aquests resultats donen suport a l’existència d’un edema cerebral d’origen citotòxic 

en els pacients amb insuficiència hepàtica aguda.  

 

L’edema cerebral i l’augment de la pressió intracranial també s’ha documentat en 

l’insuficiència hepàtica crònica (75). En estudis amb  pacients cirròtics estables 

s’observa un augment d’aigua cerebral (una disminució de l’index de transferència 

de magnetització) (51) i un increment de l’ADC (76). Això sembla indicar que els 

mecanismes de l’edema cerebral i les seves conseqüències probablement siguin 

diferents a la situació aguda. 

 

Per tal d’obtenir informació sobre els mecanismes implicats en la situació crònica es 

va realitzar el segon estudi de la tesi en el qual es va estudiar l’edema cerebral 

mitjançant un ajust biexponencial de la difusió.  El que es pretenia amb aquest ajust 
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era estudiar amb més deteniment els mecanismes de formació de l’edema cerebral 

en la situació crònica. 

 

L’anàlisi biexponencial consistia en separar la difusió de l’aigua lliure en dos 

components anomenats ràpid i lent (77). Inicialment, aquest ajust estava ideat per 

mesurar l’espai intracel�lular amb el component lent i l’espai extracel�lular amb el 

ràpid (78). Però al realitzar l’analisi biexponencial del senyal de l’aigua es va obtenir 

una proporció de volum d’aigua en cada component (lent 33% i ràpid 67%) que no 

corresponia amb la distribució fisiològica de  l’aigua a l’espai intracel�lular (80% 

d’aigua) i extracel�lular (20 %) (79;80). Una teoria més recent suggereix que aquests 

dos tipus de components corresponen a dos tipus d’aigua que depèn del nivell 

d’estructuració que té l’aigua lliure amb l’entorn (33). Malgrat aquesta controvèrsia, 

estudis on han analitzat el tensor de difusió amb un ajust biexponencial han mostrat 

diferent difusivitat segons el tipus d’edema cerebral. Així, els estudis de l’edema 

citotòxic realitzat en la fase inicial de l’ictus isquèmic mostren un augment de la 

difusivitat en el component lent (81); en canvi en els estudis de l’edema vasogènic 

present en regions peritumorals observen un augment de la difusivitat en el 

component ràpid (42). Per això, es va decidir realitzar un estudi de la difusió amb un 

ajust biexponencial en pacients amb cirrosis amb l’idea de diferenciar el tipus 

d’edema implicat en la insuficiència hepàtica crònica.  

 

Les imatges de RM van mostrar signes d’edema cerebral en la substància blanca. Al 

realitzar l’ajust biexponencial es va observar un augment de la difusivitat en el 

component ràpid en les dues regions estudiades (substància blanca parietal i via 

corticoespinal). Aquests resultats són consistents amb els estudis previs de la difusió 

(54;82) i donen suport a un edema d’origen vasogènic (increment de l’aigua a 

l’espai extracel�lular). Aquest augment de la difusivitat va en paral�lel amb la 

disminució de la fracció d’anisotropia que probablement representa menys 

restricció del moviment de l’aigua lliure i que és una característica típica de 

l’edema extracel�lular (83). Aquesta observació de l’edema vasogènic en pacients 

cirròtics contrasta amb el primer estudi on s’observava que l’edema era de tipus 

citotòxic i per tant podria indicar que els mecanismes de formació de l’edema són 

diferents segons el tipus d’insuficiència hepàtica. Quan es van analitzar el 

component lent també es va veure un augment de la difusivitat de l’aigua present 
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només en la via corticoespinal. Aquest resultat podria correspondre a la 

coexistència d’ambdós tipus d’edema en aquesta regió. En altres situacions 

clíniques també s’ha proposat la existència d’ambdues formes d’edema. En un 

estudi amb pacients amb una lesió hepàtica aguda sobre un fetge prèviament 

malalt (acute-on-chronic) s’observa una disminució del fracció d’anisotropia i del 

component linial de la difusió i un augment del component esfèric de la difusió, 

mentre que la difusivitat mitja i el component planar de la difusió no es veuen 

alterats. Aquests resultats indicarien que en aquests pacients hi ha la presència 

d’ambdós tipus d’edema (84). La malaltia hepàtica crònica hauria causat un 

edema vasogènic, sobre el que s’afegiria la formació de l’edema citotòxic per la 

descompensació aguda.   

 

Actualment, el tractament de l’edema cerebral de la insuficiencia hepàtica aguda 

consisteix amb la teràpia osmòtica pel manteniment de la integritat de la barrera 

hematoencefàlica. A més es pot afegir hiperventilació per disminuir el volum 

cerebral de sang i  mitjançant aquest mecanisme reduir la pressió intracranial.  Tot i 

això, estudis de ressonància magnètica per avaluar el tractament amb mannitol 

realitzats en pacients amb insuficiència hepàtica aguda i insuficiència hepàtica 

crònica aguditzada no mostren cap reducció de l’edema cerebral ni canvis en el 

metabolisme cerebral després del tractament (85). El tractament de la insuficiència 

hepàtica és el transplantament hepàtic i amb ell es resolen totes les complicacions 

derivades de la insuficiència hepàtica.  Per tant, en el segon estudi també es va 

voler seguir l’evolució de l’edema cerebral després del transplantament.  El que es 

va observar era que tant la difusivitat del component ràpid com la fracció 

d’anisotropia es normalitzaven a excepció de la via corticoespinal on persistia cert 

grau d’isotropia (valors baixos de la fracció d’anisotropia).  La falta de recuperació 

de la fracció d’anisotropia podria indicar que en la via corticoespinal hi ha canvis 

microestructurals de la substància blanca causats, probablement, per 

desmielinització (86). Aquesta pèrdua de mielina podria explicar el trastorn funcional 

que persisteix després del transplantament en pacients amb mielopatia (87).  

Aquests resultats suggeririen que la via corticoespinal és més vulnerable que la 

substància blanca parietal. Probablement aquesta zona és més sensible a les 

alteracions produides en l’EH (52).  
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Una de les hipòtesis sobre la patogènesis de l’EH és que l’edema astrocitari (edema 

citotòxic) és el factor causant de l’EH. Per això es van realitzar tests neuropsicològics 

en els pacients cirròtics del segon estudi, els quals no presentaven signes evidents 

d’EH,  per saber si tenien EH subclínica. Es va comprovar que la meitat dels pacients 

tenien EH mínima però al comparar la difusivitat mitja i la fracció d’anisotropia amb 

els pacients amb cirrosi i sense EH no s’observaven diferències, motiu pel qual es va 

proposar el tercer estudi de la tesi. 

 

En el tercer estudi de la tesi es pretenia estudiar les característiques de l’edema 

cerebral en pacients amb cirrosi hepàtica durant un episodi d’EH.  Per aquest motiu 

es van incloure pacients amb una EH evident. Es va observar que aquests pacients 

presentaven un ADC elevat però que no existia cap relació entre les manifestacions 

neurològiques (EH) i la distribució de l’aigua cerebral. A més aquest increment 

d’aigua cerebral es normalitzava quan ja s’havia resolt l’episodi d’EH. Aquests 

resultats indicaven que el desenvolupament de l’EH en pacients cirròtics no es podia 

atribuir directament a l’edema cerebral.  

 

L’única dada relacionada amb els valors d’ADC era el tractament amb diürètics. Els 

pacients que els havien rebut presentaven valors d’ADC més elevats. Això suggereix 

que el mecanisme pel qual els diürètics causen EH poden participar en els  canvis 

de la distribució de l’aigua cerebral. A més es va observar una correlació entre els 

valors de myo-inositol i la hiponatrèmia, com ja s’havia demostrat en altres estudis 

(88) que, tot i que no es correlacionaven amb els valor d’ ADC, podria ser un signe 

addicional de l'alteració de la distribució d'aigua al cervell. Cal afegir que un 

nombre elevat de pacients també presentaven lesions focals en la substància 

blanca. Aquestes lesions són compatibles amb les lesions vistes en malaltia 

cerebrovascular de petit vas. Estudis recents han demostrat que aquestes lesions de 

leucaraiosis estan presents en la isquèmia i podrien indicar una major permeabilitat 

de la barrera hematoencefàlica (89-91). A més s’ha vist que disminueixen després 

de l’episodi d’EH. Aquestes lesions leucaraiòtiques també disminueixen després del 

transplantment hepàtic (53). Per tant aquestes dades podrien indicar que l’edema 

vasogènic present en els pacients cirròtics es deu a alteracions de la barrera 

hematoencefàlica. Aquest augment de permeabilitat podria ser secundària a la 

inflamació crònica i a l'activació de citoquines (92). 
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El quart estudi de la tesi es va realitzar per tal d‘avaluar l’edema vasogènic i les 

possibles alteracions de la barrera hematoencefàlica. El model experimental elegit 

va ser el model de cirrosi secundària a la lligadura del conducte biliar per tal 

d’evitar qualsevol model produït per toxines que poguessin alterar la barrera 

hematoencefàlica. El moment elegit per analitzar l’edema cerebral era a les 6 

setmanes de la lligadura del conducte biliar perquè diferents estudis havien 

demostrat un augment del contingut d’aigua cerebral tant per mètodes 

gravimètrics com per mètodes de dessecació (93;94). L’estudi de RM es va dur a 

terme a partir de la quarta setmana de la lligadura del conducte biliar ja que s’ha 

demostrat que en aquest moment comencen a observar alteracions dels 

paràmetres bioquímics i hipertensió portal (95). A més, en un grup d’animals es va 

inocular lipopolisacàrids, que és un factor precipitant per activar la cascada de 

neuroinflamació i provoca una descompensació de la insuficiència hepàtica (96). 

En el nostre estudi es va observar un augment d’aigua cerebral. Aquest augment 

era estadísticament significatiu en el grup d’animals inoculats amb lipopolisacàrids. 

En canvi, no es van observar alteracions de la difusivitat de l’aigua cerebral ni en el 

grup d’animals amb els lipopolisacàrids. El fet que no es veiessin alteracions en la 

difusió podria indicar l’existència d’un edema mixte. Per això no es veurien les  

alteracions dels paràmetres de RM tot i que es produeixi un augment del contingut 

d’aigua cerebral observat per gravimetria. Per tant, aquest model animal 

reprodueix les troballes vistes en els pacients amb una descompensació aguda de 

la cirrosi, motiu pel qual no es un bon model per estudiar l’edema vasogènic ni les 

pertorbacions en la barrera hematoencefàlica. 

 

Els resultats dels diversos estudis realitzats mostren que existeixen diferents patrons en 

l'augment d'aigua cerebral produïts per la insuficiència hepàtica.   Aquest augment 

de l’aigua seria principalment intracel�lular en la insuficiència hepàtica aguda, 

mixte en la insuficiència hepàtica crònica aguditzada i extracel�lular en la 

insuficiència hepàtica crònica.  La hipòtesi que es podria suggerir sobre l’edema 

cerebral en l’insuficiència hepàtica seria la següent. En un primer moment es 

formaria l’edema citotòxic a nivell de l’astròcit produït per l’augment de la 

concentració d’amoníac al cervell en forma de glutamina. El segon esdeveniment, i 

tenint en compte que l’astròcit forma part de la barrera hematoencefàlica, es 
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produiria una alteració de la barrera que a llarg termini produiria l’edema 

vasogènic. 

9.2. Metabolisme cerebral 
L’espectroscòpia detecta les alteracions del metabolisme cerebral. En la 

insuficiència hepàtica es veu un augment de la glutamina i una disminució del myo-

inositol i dels derivats de colina que es pot considerar el patró metabòlic d’aquesta 

patologia. 

 

En el primer estudi de la tesi es va avaluar el metabolisme cerebral en la 

insuficiència hepàtica aguda.  El patró metabòlic ja es comença a observar en el 

model animal d’anastomosi portocava  però l’augment del pic de la glutamina és 

significativament inferior al observat en les etapes inicials de l’insuficiència hepàtica 

aguda (a les 6 hores de la lligadura). Bàsicament, els canvis metabòlics que es van 

detectar en el model d’insuficiència hepàtica aguda van ser de caràcter lleu 

(<20%) a excepció de la glutamina i del lactat.  

 

La glutamina és l’aminoàcid precursor del glutamat cerebral i es troba localitzada 

en les cèl�lules astrocitàries. A l’astròcit hi ha l’enzim glutamat sintetasa que està 

implicat en el cicle glutamat/glutamina i en una situació d’hiperamonèmia es pot 

produir una alteració d’aquest cicle. 

 

Aquests metabòlits (glutamina i lactat) es van examinar amb més deteniment a 

mesura que progressava la insuficiència hepàtica.  En estats inicials (6 hores després 

de la lligadura) com ja s’ha comentat hi ha un augment de la glutamina i del lactat 

que a més,  es van  incrementant en l’estat de precoma. El canvi de l’estat 

precoma a l’estat de coma va acompanyat per un augment marcat del lactat, de 

més de tres vegades, sense un augment significatiu de la glutamina.  

 

Aquest curs és similar al que s'ha descrit en pacients amb insuficiència hepàtica 

aguda sotmesos a un  control de lactat per microdiàlisi  i  en els quals es va observar 

un gran augment de la pressió intracranial (64). En altres estudis de pacients amb 

insuficiència hepàtica aguda també s’ha observat aquest augment marcat de la 

glutamina i el lactat (97). A més, com es va comprovar en els estudis addicionals, 
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aquesta síntesi del lactat és ‘de novo’ (98) i només es dóna al cervell, probablement 

degut a l’estat d’inactivitat que presenten els animals.  

 

Aquestes dades recolzen la hipòtesi de la deficiència energètica cerebral 

secundària al metabolisme de l’amoníac. Aquest dèficit energètic podria indicar 

l’existència d’alguna lesió mitocondrial (71) encara que els experiments 

d’espectroscòpia amb fòsfor 31 contradiuen aquesta hipòtesis ja que no observen 

alteracions en els metabòlits energètics com l’ATP (99). D’altra banda, el lactat 

podria estar generat per via aeròbica degut a una activació glutamatèrgica  

excessiva (100). 

 

A més, s’observa una disminució del pic de glutamat, un aminoàcid que actua en 

la neurotransmissió excitadora, probablement secundari  al consum d’aquest 

substrat per la síntesi de glutamina. En canvi no s’han observat aquests canvis en el 

model d’anastomosi portocava. També s’ha vist que aquest i altres aminoàcids 

cerebrals relacionats amb la neurotransmissió canvien la seva concentració en 

diferents fluids (plasma, sang total, líquid cerebroespinal) a mesura que es va 

desenvolupant el coma hepàtic (101).  

 

Hi ha una disminució del N-acetilaspartat en l’estat de coma que esun metabòlit, 

considerat com a marcador de la densitat neuronal. Aquestes alteracions vistes en 

el model animal podria explicar les disfuncions cognitives que s’observa en els  

pacients (102).   

 

En el tercer i quart estudi de la tesi es va avaluar l’alteració del metabolisme 

cerebral de la insuficiència hepàtica crònica. El perfil metabòlic de la insuficiència 

hepàtica crònica respecte el grup d’individus control és caracteritza per l’augment 

de glutamina i la disminució dels derivats de colina i el myo-inositol, resultats que ja 

s’havien trobat en altres estudis de cirrosis (50).  

 

El resultat més destacat es troba en l’estudi en pacients amb cirrosis durant l’episodi 

d’EH. La glutamina basal augmenta a mesura que creix el grau d’EH i es redueix un 

cop el pacient s’ha recuperat de l’episodi d’EH. En canvi, la glutamina es manté 

estable en els pacients que encara presenten EH sis setmanes després del primer 
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estudi. Aquestes dades són una prova clínica del paper de la glutamina com a 

factor causant d’EH.  

 

La glutamina clàssicament s’ha considerat com un aminoàcid inert però el transport 

d’amoníac en forma de glutamina cap a la mitocòndria de l’astròcit pot ser un 

element tòxic per aquesta cèl�lula (103). Alternativament, l’augment de glutamina 

pot ser un simple indicador de l'exposició d’amoníac que hi ha al cervell i pot ser el 

factor clau en el desenvolupament de l’EH. 

 

Independentment del seu paper en la patogènesis de l’EH, la glutamina cerebral 

podria ser un biomarcador útil pel diagnòstic de casos difícils d’encefalopatia, per 

exemple pacients cirròtics amb encefalopatia no hepàtica secundària a malaltia 

de petit vas cerebrovasculars o a l’Alzheimer. 



 

 

CONCLUSIONS 



 



 

10. CONCLUSIONS 

 
- L’edema present en la insuficiència hepàtica aguda és principalment 

citotòxic, es dir hi ha un increment d’aigua a l’espai intracel�lular, i no estan 

involucrats mecanismes de trencament ni d’augment de la permeabilitat de 

la barrera hematoencefàlica. 

 

- L’edema en la insuficiència hepàtica crònica és principalment vasogènic el 

que implica un increment de l’aigua a l’espai extracel�lular.  

 

- Existeixen indicis de la coexistència dels dos tipus d’edema, citotòxic i 

vasogènic, en els pacients amb insuficiència hepàtica crònica. 

 

- L’edema cerebral està present en pacients durant un episodi d’EH, tot i així, 

no sembla ser el factor desencadenant de l’EH.  

 

- Després del transplantament hepàtic o de l’episodi d’EH hi ha una resolució 

total o parcial  de l’edema cerebral excepte en la via corticospinal.  

 

- La via corticospinal sembla ser una regió més sensible al desenvolupament 

de seqüeles de l’EH. 

 

- En la situació aguda hi ha una síntesi de lactat de ‘novo’ en els astròcits que 

pot estar associada a una fallada energètica o a l’activació del sistema 

lactat/glutamat. 

 

- La concentració de glutamina en el cervell determinada per espectroscòpia 

de RM s’incrementa amb el grau d’EH. Per tant, pot ser un bon candidat a 

biomarcador de l’EH en pacients cirròtics. 

 





MATERIALS I MÈTODES 



 



11. MATERIALS I MÈTODES 

11.1. Subjectes 
Es van realitzar dos estudis clínics sobre l’edema cerebral en pacients amb cirrosi 

mitjançant RM on es van estudiar pacients sense encefalopatia hepàtica, amb EH 

mínima o amb EH episòdica. Tots els estudis van ser aprovats pel comitè ètic de 

l’hospital Vall d’Hebron i amb el consentiment informat de tots els participants.  

11.1.1. Estudi de RM en pacients amb cirrosi 

Aquest estudi es va dividir en dues fases. La primera era un estudi basal que consistia 

en l’avaluació de l’edema cerebral en pacients sense signes evidents d’EH (sense 

EH o amb EH mínima). La segona fase era un estudi longitudinal per fer el seguiment 

de l’edema després del transplantament del fetge. En l’estudi Basal es van reclutar 

41 pacients amb cirrosi i 24 d’ells es van tornar a analitzar un any després (358±47 

dies) del transplantament en l’estudi longitudinal. Aquells pacients amb una cirrosi 

d’origen alcohòlic van ésser abstinents com a mínim en els sis mesos anteriors a 

l’estudi  (Figura 11.1). 

1223EH prèvia

12 / 8 / 0 / 417 / 13 / 6 / 5 
Etiologia

VHC / OH / VHC+OH / altres

4 / 13 / 711 / 19 / 11
Child Pugh

A/B/C

18/632/9Home/Dona

54 ± 956 ± 9Edat (anys)

2441Número

LongitudinalBasal*Estudi

0 358 ± 47

dies

Transplantament

* Controls (n=16) �6 homes/10 dones (53±7 anys)  

Figura  11.1 Disseny experimental i característiques clíniques del pacients 

Es va realitzar una bateria de tests neuropsicològics per detectar la EH mínima. 

Aquesta bateria consistia en diferents tests per avaluar la memòria (Auditory Verbal 
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Learning Memory Test); l’atenció i el processament de la informació (Trail A, Symbol 

Digit Test); i la funció psicomotora (Grooved Pegboard), executiva (Controlled Oral 

Word Association Test) i visuoperceptual (Hooper Visual Organization test, Judgment 

of Line Orientation test). Els resultats d’aquestes proves es van transformar en uns 

índexs T, ajustats per edat, sexe i nivell d’educació que mostren qualsevol desviació 

del grup control de persones sanes (T=50) (13). Es considera que un pacient cirròtic 

té EH mínima quan dos o més tests d’aquesta  bateria es troben per sota a dues 

desviacions estàndards de la mitja (T<30). Com a grup control es van reclutar 16 

voluntaris sans, dels quals 6 eren homes i 10 dones, amb una edat de 53±7 anys, 

sense un historial d’abús de drogues o alcohol i cap d’ells patia malaltia hepàtica o 

neurològica. 

11.1.2. Estudi de RM en pacients durant un episodi d’EH 

L’estudi durant un episodi d’EH consistia en realitzar imatges de RM en pacients amb 

un episodi agut d’EH i veure com evolucionaven aquests paràmetres quan l’episodi 

ja estava resolt. Abans de cada ressonància, els pacients es van sotmetre a una 

bateria de tests neuropsicològics (West Haven) per avaluar com estava la funció 

cognitiva. En aquest estudi es van avaluar 18 pacients cirròtics, dels quals 14 es van 

tornar a analitzar 6 setmanes després i es van comparar amb 8 voluntaris sans 

(Figura 11.2). 

1/5/2/42/8/3/5
Etiologia

VHC / OH / VHC+OH / altres

1/5/81/9/8
Child Pugh

A/B/C

10/413/5Home/Dona

59 ± 1160 ± 10Edat (anys)

1418Número

Post EH 

episòdica
EH episòdica*Estudi

0 6 ± 1

setmanes

* Controls (n=8) �4homes/4dones (57±8 anys)
 

Figura  11.2 Disseny experimental i característiques clíniques del pacients. 



[MATERIALS I MÈTODES] 125 
 

11.2. Models Animals 
Existeixen diversos models animals per estudiar la insuficiència hepàtica. En els 

nostres estudis experimentals es van utilitzar el model de desvascularització hepàtica 

per estudiar l’edema cerebral en la insuficiència hepàtica aguda i el model de 

lligadura del conducte biliar per estudiar l’edema a la insuficiència hepàtica 

crònica.  

 

Tots els animals utilitzats per realitzar els diferents models eren rates mascles tipus 

Sprague-Dawley (Harlan, Udine, Itàlia) amb un pes inicial d’uns 250-300g. Aquests 

animals van romandre estabulats sota un ambient controlat, amb un cicle de llum i 

foscor de 12 hores, una temperatura constat de 22±2ºC i humitat relativa del 40-50% i 

a més, tenien lliure accés a menjar (dieta estàndard) i aigua.   

 

Tots els estudis experimentals van ser aprovats pel comitè ètic d’experimentació 

animal de l’hospital Vall d’Hebron.  

11.2.1. Model d’Insuficiència Hepàtica Aguda: Desvascularització 

El model de desvascularització consisteix en eliminar les principals entrades de sang 

al fetge; les quals són la vena porta, on circula una sang amb un alt contingut de 

nutrients, i l’artèria hepàtica, on circula una sang més rica en oxigen. D’aquesta 

manera es provoca la insuficiència hepàtica i es produeix una acumulació 

d’amoníac al sistema circulatori que es postula com a agent causant de 

l’encefalopatia hepàtica.  

 

Per fer la desvascularització a les rates, primer es fa una anastomosi portocava 

perquè hi hagi una comunicació directa entre la via portal i la sistèmica (Lee & 

Fischer). Per realitzar l’anastomosi portocava s’identifica la vena porta i s’aïlla amb 

un clampatge. Després es fa un clampatge de la vena cava inferior per sota i per 

sobre de les venes renals. S’obra un ullal a la vena cava i s’anastomosa a la vena 

porta amb una sutura continua de prolene 7/0. Es treu el clamp de la vena cava i es 

confirma que hi ha circulació correcte de sang i absència de lesions intestinals. Vint-

i-quatre hores després es fa una segona cirurgia en la qual es procedeix a la 

lligadura de l’artèria hepàtica. Les dues cirurgies es realitzaran sota anestesia per 

inhalació (isofluorà). Aquests animals desenvolupen insuficiència hepàtica fins 

arribar a un estat de precoma caracteritzat per una pèrdua del reflex de 
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redreçament (a les 10-12 hores de la lligadures de l’artèria) i un estat de coma on a 

més, hi ha una pèrdua del reflex corneal (a les 14-16 hores de la lligadura) (Figura 

11.3).   
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Figura  11.3 Desvascularització del fetge: l’anastomosi portocava (1)  i la lligadura 
de l’artèria hepàtica (2). 

 

En aquest model animal s’ha de mantenir controlada la temperatura i la glicèmia; 

per això es fa un monitoratge d’ambdós paràmetres cada hora durant tot 

l’experiment. La temperatura corporal es manté a 37ºC mitjançant mantes 

tèrmiques. La glicèmia es controla mitjançant un test de glucosa en sang 

(Glucocard ® A. Menarini Diagnostics S.r.l., Florència, Itàlia) a la vena de la cua. El 

nivell de glucosa es mantenen sobre els 100mg/dL. Per sota d’aquest nivell 

s’administra una dosi subcutània entre 0.5-2mL d’una solució de glucosa al 10% 

(Glucosado 10%, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Alemanya). 

 

En el grup de rates control es fa una operació fictícia de l’anastomosi  portocava 

sota anestèsia (isofluorà) durant la qual es fa un clamplatge de 15 minuts de la vena 

porta. Vint-i-quatre hores després es procedeix la cirurgia fictícia de la lligadura de 

l’artèria hepàtica. 

11.2.2. Insuficiència Hepàtica Crònica: Lligadura del Conducte Biliar 

El model de la lligadura del conducte biliar és un model de cirrosi biliar secundària. 

La intervenció consisteix en dissecar el conducte biliar del greix adjacent, en el qual 

es prepara una lligadura i es lliga la part del conducte que va cap a l’intestí. 

Després es punxa en direcció al fetge amb una agulla de 30G 0,1mL/kg de 
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formalina, ja que la formalina esclerosa. D’aquesta manera es fixa el conducte biliar 

i així s’evita la formació de biloma que podria desencadenar una peritonitis. Tot 

seguit es fa la lligadura,  es neteja el possible líquid que hagi sortit i es talla el 

conducte entre els dos nusos per evitar la repermeabilització (Figura 11.4).  
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Figura  11.4. Lligadura del conducte biliar 

 

Per evitar hemorràgies per dèficit de vitamina K, les rates reben una dosi de vitamina 

K (0.1mL/Kg) a la setmana per via intramuscular. En el grup de rates amb cirurgia 

fictícia (rates control) es fa el mateix procediment però no es realitza la doble 

lligadura ni la injecció de formalina. Els experiments es fan a les 6 setmanes de la 

lligadura del conducte biliar i en aquesta etapa la mortalitat és alta (60%). 

- Factor precipitant de la cascada neuroinflamatòria: lipopolisacàrids  

Els lipopolisacàrids (LPS) són unes biomolècules localitzades en la membrana exterior 

dels bacteris gram negatiu. Aquestes molècules produeixen l’activació de la 

cascada neuroinflamatòria en els animals i per tant ens permeten avaluar la 

resposta immunitària de la infecció. D’aquesta manera es produeix augment de 

permeabilitat de la barrera hematoencefàlica que és un factor de 

descompensació de la insuficiència hepàtica. 

 

En un grup d’animals amb cirrosi biliar secundària se’ls induirà l’activació de la 

cascada neuroinflamatòria mitjançant l’administració d’una dosi 1mg/kg de LPS de 

la soca Klebsiella Pneumoniae en un volum final de 0.5mL de sèrum salí per via 

intraperitonial.  
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11.3. Gravimetria 
Per mesurar la quantitat d’aigua que hi ha en els teixits cerebrals de les rates (còrtex 

frontal) es va utilitzar el mètode de gravimetria  descrit per Marmarou (104). Aquest 

mètode consisteix en realitzar una columna amb un gradient de densitats construïda 

a partir d’una combinació de querosè i bromobenzè. Aquesta columna es calibra 

amb uns estàndards de sulfat potassi els quals tenen una densitat específica (Figura 

11.5).  

 
 11.5 Muntatge per fer la columna gravimètrica (Ref.105) 

 

Per mesurar la quantitat d’aigua en el cervell el que es fa és tallar les mostres de 

teixit amb una mida d’un a dos mil�límetres cúbics (unes 6 mostres per teixit) i 

submergir-les a la columna de densitat, així d’aquesta manera es pot determinar la 

quantitat d’aigua que conté el cervell. 

 

11.4. Metabonòmica: Estudi de metabolisme amb 13C-glucosa 
Es va realitzar un estudi del metabolisme cerebral mitjançant RM. Es va realitzar 

espectres de protó per estudiar el patró metabòlic cerebral i també es va fer 

espectres de carboni 13 per estudiar de forma específica la glicòlisi.   
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Per fer aquest estudi metabonòmic es va utilitzar el model de desvascularització i 

l’estudi es va fer al cap de 12 hores d’haver realitzat la lligadura de l’artèria 

hepàtica.  Per tal de fer l’estudi de  carboni 13 es va injectar glucosa marcada amb 

carboni 13 ([1-13C]-glucosa, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Alemanya) per via 

intraperitonial a una dosi de 200mg/kg. Passat vint minuts es van sacrificar els 

animals i es va procedir a l’extracció de diferents teixits (cervell, múscul, sang) per 

congelar-los amb nitrogen líquid de la forma més ràpida possible i així parar el 

metabolisme.  

 

En el teixit congelat es va fer l’extracció dels metabòlits. Aquesta extracció consistia 

en: polvoritzar el teixit en fred; afegir un volum de 6mL/g de teixit de 

metanol/cloroform (2:1) a 4ºC; esperar 15 minuts a 4ºC mesclant amb alguns cops 

de vòrtex; afegir un volum de 2.5mL/g de teixit de cloroform i un volum de 3.7mL/g 

de teixit d’aigua; centrifugar a 1000G a temperatura ambient (23ºC) durant 5 

minuts; i separar la fase orgànica i la fase aquosa. Aquesta extracció es fa dos cops i 

després s’evapora la fase orgànica i el metanol de la fase aquosa amb nitrogen 

gas; la fase aquosa s’acaba d’evaporar mitjançant Speed-Vac (Jouan, Nantes, 

França) a 35ºC. 

 

Per fer l’estudi d’espectroscòpia es va recompondre el sòlid amb aigua deuterada 

a un volum final de 600µL. Per quantificar els metabòlits es va afegir una referència 

externa amb una  concentració coneguda. En els nostres experiments es va afegir 

una concentració 1mM de trimetil-sililpropionat sòdic (TSP) (Sigma-Aldrich GmbH, 

Steinheim, Alemanya). 

 

11.5. Ressonància magnètica 
La RM és una tècnica no invasiva que ens permet avaluar el sistema nerviós central. 

Aquesta tècnica es basa en l’estudi de les propietats magnètiques d’alguns nuclis 

(protó, carboni, fòsfor, sodi) dels teixits biològics a partir de la qual podem obtenir 

imatges i espectres. D’aquesta manera podem observar qualsevol alteració 

produïda per una patologia.  
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Figura  11.6 Aparells de RM: Siemens per pacients (esquerra), Bruker Biospec per animals 
petits (centre) i Bruker 9.4T per animals petits i mostres (dreta)  

 

11.5.1. Pacients 

En pacients, els experiments de RM es van realitzar en espectròmetres de Siemens® 

(Siemens, Erlangen, Alemanya). En l’estudi dels pacients amb cirrosis es va utilitzar 

l’espectròmetre Symphony de 1.5T i en l’estudi de pacients amb EH episòdica es va 

utilitzar l’espectròmetre Trio de 3T (Figura 11.6). 

- Symphony Quantum Maestro Class (1.5T) 

L’espectròmetre Symphony Quantum Maestro Class és un imant de 1.5 T. Per realitzar 

els experiments es va utilitzar la bobina de cos com a transmissor del senyal i la 

bobina de cap (circular i polaritzada) que actuava com a receptor.  El protocol de 

RM consistia en l’obtenció de imatges potenciades T1 utilitzant una seqüència spin-

echo (TR: 650ms; TE: 17ms; 1 adquisició) i imatges potenciades en T2 mitjançant una 

seqüència spin-echo (TR: 3550ms; TEs: 14-86ms; 1 adquisició i ETL 5). Per cada eco es 

varen obtenir un total de 46 imatges transversals contínues, de 3mm de gruix, una 

mida de píxel de 1x1mm,  un camp de visió de 250mm i una matriu d’adquisició de 

256x256. 

 

També es van obtenir imatges de tensor de difusió mitjançant una seqüència single-

shot echo-planar (TR: 1100ms; TE: 145ms; 10 adquisicions) i utilitzant els gradients 

aplicats en 6 direccions no co-lineals i 11 valors de b (entre 0-7500 s/mm2). Es van 

obtenir 5 imatges axials centrades 2cm per sobre de la línia bicomisural amb un gruix 

de 4mm, una separació entre talls de 2mm, un camp de visió de 250mm i una matriu 

d’adquisició de 64x64 que donava una resolució en el pla de 3.9x3.9mm.  

 



[MATERIALS I MÈTODES] 131 
 

Es va realitzar espectroscòpia localitzada en la regió parieto-occipital en un volum 

cúbic de 2cm de costat en el que principalment hi havia substància blanca (Figura 

11.7). Per realitzar l’espectre es va utilitzar una seqüència de polsos spin-eco 90º-

180º-180º, amb un TE de 30ms i un TR de 1600 ms. Per fer la supressió d’aigua es va 

aplicar un pols gaussià selectiu centrat a la posició de l’aigua. El nombre de punts 

que es van adquirir van ser de 1024 punts amb un nombre de promitjos de N=128 i 

un ample espectral de 1000Hz. 

 
Figura  11.7.  Localització de l’espectre al cervell dels pacients 
en els diferents plans 

 

- Trio (3T) 

L’espectròmetre Trio és un imant de 3T. Per realitzar els experiments es va utilitzar la 

bobina de cos com a transmissora de radiofreqüència i la bobina de cap (circular i 

polaritzada) que actuava com a receptora.  El protocol de ressonància consistia en 

realitzar imatges potenciades en densitat protònica i en T2 amb una seqüència fast 

spin-echo (TR: 2900 ms; TE:19 -87ms; 2 adquisicions; factor turbo de 6) i imatges T2 

amb una seqüència FLAIR (TR: 9000ms; TE: 93ms; temps d’inversió [TI]: 2500ms; 1 

adquisició; factor turbo de 16) per enregistrar 46 imatges contigües de 3mm de gruix 

en un camp de visió de 250mm i una matriu d’adquisició de 256x256. Les imatges de 

difusió es van obtenir amb una seqüència single-shot echo-planar (TR: 4000ms; TE: 

93ms; 6 adquisicions; factor turbo de 128) i utilitzant gradients en 3 direccions 

ortogonals amb 4 valors de b 0, 1000, 2000 3000 s/mm2 per cada direcció. Es varen 

obtenir 28 imatges axials de 4mm de gruix i una distància entre talls de 2mm, en un 

camp de visió de 250mm i una matriu d’adquisició de 128x128. També es va realitzar 

una espectroscòpia localitzada de protó en substància blanca de la regió parieto-

occipital amb una seqüència de polsos spin-eco 90º-180º-180º (TR 3000ms; TE 30ms; 

80 adquisicions; 4 dummy scans) i es van adquirir 1024 punts. 
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11.5.2. Animals: Bruker Biospec (7T) 

 
Els experiments ‘in vivo’ en animals es van realitzar en un espectròmetre Bruker 

Biospec® 70/30 (Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe, Alemanya) amb un imant 

horitzontal superconductor de 7.0T (Figura 11.6). 

Per realitzar els estudis de ressonància es va fer servir una sonda de volum de 72mm 

de diàmetre intern pel procés d’excitació dels protons i el senyal de relaxació va ser 

adquirit mitjançant una sonda de superfície dissenyada pel cervell de la rata. Els 

programes utilitzats per a la realització d’aquests experiments van ser el Paravision 

v4.0 i el TopSpin. 

 

El protocol d’experimentació que es va realitzar en cada sessió de RM consistia en 

l’obtenció d’imatges anatòmiques, l’espectre localitzat del cervell de la rata i 

imatges potenciades en T2 i difusió (tensor de difusió).  

 

Les imatges anatòmiques es van adquirir utilitzant una seqüència RARE (TR/TEeff/ETL 

4000ms/36ms/8) en un pla axial (13 imatges), sagital (9 imatges) i coronal (6 

imatges). Aquests plans ortogonals es van utilitzar com imatge de referència amb els 

següents paràmetres: gruix de la imatge de of 1mm, una matriu d’adquisició de 

256x256 mm i un camp de visió de 35mmx35mm.  

 

Les imatges potenciades en T2 es van adquirir utilitzant una seqüència multi-slice 

multi-echo (TE/TR 10-120ms/2000ms) en 13 capes contínues amb 1mm de gruix, un 

matriu d’adquisició de 128x128 mm i un camp de visió de 35mmx35mm per obtenir 

els mapes de T2. 

 

Les imatges del tensor de difusió (DTI) es van adquirir utilitzant una seqüència echo-

planar (TR/TE/∆/δ 2000ms/35ms/20ms/4ms) amb una geometria idèntica al mapa de 

T2 en 20 direccions de difusió i 4 valors de b (rang 0-1000 s/mm2) per obtenir ADC.  

 

L’espectre localitzat de protó es va obtenir mitjançant una seqüència PRESS 

precedida per una seqüència de supressió d’aigua (tipus VAPOR) en un mida de 

vòxel de 6.5mmx6.5mmx6.5mm amb els paràmetres següents: ample de  banda 

espectral de 4000Hz, 4096 punts, TE 12 ms, TR 2500 ms i 64 promitjos. El vòxel es va 
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localitzar per sobre de la glàndula pituïtària fins al bulb olfactori i inclou substància 

blanca i substància gris (Figura 11.8). 

 

Figura  11.8.  Localització de l’espectre al cervell de la rata en els diferents plans 

- Metabonòmica: Bruker Avance 

Els experiments ‘ex vivo’ es van realitzar en un espectròmetre Bruker AVANCE® de 

400MHz (Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe, Alemanya) equipat amb un imant vertical 

superconductor de 9.4T (Figura 11.6). Per realitzar els estudis de ressonància es va fer 

servir una sonda invertida per a líquids de 5mm de diàmetre que i es va sintonitzar 

per protó i carboni. 

 

L’espectroscòpia de protó es va adquirir utilitzant una seqüència WaterGate, que és 

una seqüència clàssica 3_9_19 amb presaturació del pic de l’aigua, amb 64 

adquisicions, 4 dummy scans i un ample de banda de 4006.41Hz a una temperatura 

de 303K i un angle de gir dels rotors de 20Hz.  

 

Per fer l’adquisició de carboni es va utilitzar una seqüència de pols desacoblada 

amb temps de echo de 4s (32k), un temps de relaxació de 0,7s, 1024 adquisicions, 4 

dummy scans i un ample de banda de 24038.46Hz a una temperatura de 303K.  

11.6. Processament de Dades 
El general per fer el processament de les imatges i els espectres es va utilitzar el 

software que per defecte tenia en cada maquina: NUMARIS4 software syngo version 

(Siemens, Erlangen, Alemanya) per Siemens;  Paravision v.4 i Top Spin per Biospec 

(Bruker, Karlsruhe, Alemanya) i XWNNMR per AVANCE (Bruker, Karlsruhe, Alemanya). 

Però també es va utilitzar altres programes per realitzar el processament de les 

imatges i els espectres que a continuació detallarem. 

a    b           c 
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11.6.1. Tensor de Difusió: Anàlisi Biexponencial 

 
Per fer l’anàlisi biexponencial es va dissenyar un programa amb llenguatge C.  El 

primer pas d’aquest programa consistia en fer un tractament del senyal de la 

imatge on es realitzava una interpolació de les imatges per augmentar la matriu fins 

a 128x128 punts mitjançant una funció segmentaria cúbica (tipus spline), es reduïa el 

soroll del senyal mitjançant l’ús d’un algoritme descrit per Gudbjartsson i Patz, i es 

feia una correcció de la distorsió entre les imatges de cada gradient de difusió i les 

imatges sense difusió mitjançant l’aplicació de l’algoritme simple de Nelder i Mead.  

 

Després es van definir les regions que es volien analitzar, utilitzant el programa 

MRIcro (http://www.sph.sc.edu/comd/rorden/mricro.html) en els mapes de fracció 

d’anisotropia obtingudes en l’estudi del tensor. 

 

Un cop tractat el senyal, es va realitzar l’anàlisi del senyal utilitzant un ajust 

monoexponencial [Eq.1] i un ajust biexponencial [Eq.2] del senyal, en aquelles 

regions que s’havien seleccionat, utilitzant 11 valors de b (0-7500s/mm2) i 6 

direccions no co-lineals.  
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En ambdós ajustos S es el senyal de la intensitat que depenen dels valors de b, i per 

tant de la difusió, i S0 és la intensitat de senyal en absència de difusió.  

 

La diferència entre els dos ajustos és que en el biexponencial l’atenuació del senyal 

està repartit en dos components: un que constitueix una difusió més ràpida (fast) i un 

altre que mostra una difusió més lenta (slow). D’aquesta manera es pot estudiar dos 

moviments diferents que corresponen a una aigua en un entorn menys estructurat i 

per tant que es mou amb menys restriccions i una altra tipus d’aigua en un entorn 

més estructurat i per tant més lenta en moviments.  

 

Utilitzant aquestes equacions es construeix un sistema d’equacions vectorials que 

mesuren la difusió de les molècules en varies direccions i que es van resoldre 
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mitjançant la implementació de Lourakis de l’algoritme optimitzat per Levenberg-

Marquardt. Després d’obtenir el tensor de difusió es fa la diagonalització per tal 

d’obtenir els valors propis (λ1, λ2, λ3)  i els vectors propis ( 1λ
r

, 2λ
r

, 3λ
r

) que serviran per 

calcular la fracció d’anisotropia [Eq.3] i la difusivitat mitja [Eq.4] de les regions 

estudiades. En l’anàlisi biexponencial s’obtindran els valors i els vectors propis, la 

fracció d’anisotropia i la difusivitat mitja per a cada component. 
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11.6.2. Lesions en les imatges FLAIR: Anàlisi amb Jim 

 
Per identificar les lesions observades en les imatges T2-FLAIR es va utilitzar les plaques 

de ressonància on es van localitzar les lesions focals en la substància blanca amb 

una mida mínima d’uns 3mm. Després es va mesurar l’àrea d’aquestes lesions 

utilitzant el programa Jim (version 5.0, Xinapse Systems Ltd, Northants, UK, 

www.xinapse.com). 

11.6.3. Espectroscopia ‘in vivo’: Anàlisi amb LCModel 

LCModel va ser el programa utilitzat per a quantificar els espectres ‘in vivo’ de 

pacients i de rates (105). Aquest programa aplica un algoritme per quantificar, de 

forma automàtica, els espectres de protó. Aquest algoritme el va desenvolupar i 

validar mitjançant estudis espectroscòpics en mostres de referència, cervell de rates 

i cervells de voluntaris sans i van demostrar que es podia utilitzar en espectres d’alta i 

baixa qualitat (106). 

L’anàlisi de LCModel es basa en comparar els espectres ‘in vivo’ mitjançant un 

espectre de referència. Per fer aquest espectre de referència, el que es fa és 

realitzar o simular els espectres individuals de cada metabòlit en les mateixes 

condicions d’estudi (tipus d’imant, seqüència d’adquisició) i, mitjançant la 

combinació lineal de tots aquest espectres individuals, obtenir l’espectre de 

referència. 

Al aplicar el programa en els espectres obtinguts s’obté la concentració de cada 

metabòlit i la relació de cada metabòlit respecte a creatina/fosfocreatina. 



136 [MATERIALS I MÈTODES] 
 

11.6.4. Metabonòmica: Anàlisi de components principals 

 
La metabonòmica és una àrea que genera molta informació i això fa que l’anàlisi 

sigui complex. Les variables a estudiar són per una banda tots els punts de l’espectre 

i per l’altra tota aquella variable que es vulgui relacionar amb els metabòlits ja sigui 

altres variables bioquímiques, estats de la patologia o tractaments utilitzats. Això fa 

que s’hagi d’analitzar un gran nombre de variables per individu i per tant es 

necessari utilitzar una eina per l’anàlisi de multivariables com l’anàlisi de 

components principals. Aquest anàlisi redueix la dimensió de les dades amb la 

pèrdua mínima d’informació i és molt útil per obtenir models de predicció (107).  Per 

fer aquest anàlisi es va utilitzar el programa SIMCA (Ulmetrics, Umea, Suècia) 

 

L’anàlisi de components principals consisteix en fer una transformació lineal del 

conjunt de dades originals a un nou sistema de coordenades que depèn del nivell 

de variació entre les variables.   D’aquesta manera, en el primer component 

principal es projectaran les dades amb màxima variància, en el segon component, 

ortogonal al primer, es projectaran les dades amb segona major variació i així 

successivament fins a definir tota la variància de les dades.  Normalment es 

necessiten més de tres components per resumir la informació del conjunt de dades.   

 

Els components principals depenen de la precisió (R2X) que explica la variació de 

l'ajust i augmenta amb el nombre de components, i del poder predictiu del model 

(Q2X) que incrementa fins a un valor màxim. Per tant, el nombre de components 

que defineix el model és un equilibri entre la qualitat de l'ajust i la capacitat de 

predicció. Generalment, s’agafa com a valor de precisió aquell que explicava el 

95% de la variància de les dades. A més, en aquest tipus d’anàlisi podem avaluar el 

pes de cada variable original en cada component i això fa possible identificar 

algun tipus d’agrupació entre les variables. 

 

L’avantatge d’utilitzar aquest tipus d’anàlisi és que permet fer una avaluació de les 

dades de forma no supervisada, és a dir, sense necessitat de tenir un coneixement 

previ de les dades. Tanmateix, es poden realitzar un anàlisi de supervisió com ara 

l’anàlisi discriminant a través de la predicció d'estructures latents utilitzant mínims 

quadrats parcials (PLS-DA). Aquest anàlisi permet distingir les diferències entre els 
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grups i per tant, requereix un coneixement previ dels grups de les mostres o classes 

per tal de desenvolupar el model de predicció (Figura 11.9). 

 

Figura  11.9 Anàlisi de components principals: no supervisat (esquerra) i anàlisi discriminant 
PLS-DA (dreta) 

 

11.7. Anàlisi estadístic  
El programa utilitzat per a fer l’anàlisi estadístic va ser el Sigma Stat. Es van utilitzar les 

proves paramètriques i no paramètriques comuns segons el tipus de comportament 

de les variables analitzades i es va considerar com a diferència significativa una P< 

0.050. 
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Metabonomic Analysis in Liver Disease [E-book] 
_______________________________________________CHAPTER 7  

Metabonomic Analysis in Liver Diseases 

 

Laia Chavarria, 1,2,3 Ignasi Barba,4  *Juan Córdoba1,2,3 
1Liver Unit, Hospital Vall Hebron, Barcelona Spain, 2Centro de Investigación Biomédica en 
Red de Enfermedades Hepáticas y Digestivas (CIBEREHD), Instituto de Salud Carlos III, 
Madrid Spain, 3Departament Medicina. Universitat Autònoma de Barcelona, Bellaterra, 
Spain, 4Cardiology Unit, Hospital Vall Hebron, Barcelona Spain 
 

Abstract: Metabonomics is a new technology that provides rapid, accurate and precise analysis of 

a large number of metabolites in biological systems. Using multivariate analysis and pattern 

recognition, it provides a direct unbiased measure of biochemical consequences of a pathology or 

a drug treatment. The integration of the all ‘omics’ information (genomics, transcriptomics, 

proteomics and metabonomics) can provide knowledge for better understanding of biological 

systems and may lead to the generation of new mechanistic hypotheses to explain the 

development of pathologies. In this chapter, we will give an overview of the basic principles of 

this new technology and provide examples of applications in liver diseases. 

 

TABLE 1. Definitions of terms used in metabolomics analysis 

Term Definition 

Metabolomics Identification and quantification of all metabolites in a biological 
system 
 

Metabolomic profiling Identification and quantification of metabolites implied in a 
biological pathway 
 

Metabolomic fingerprinting  A global analysis that provides a classification model 
 

Metabolic footprinting A specific analysis of secreted/excreted metabolites by an 
organism 
 

Metabolic target analysis Analysis of metbolites related to a specific reaction 
 

Metabonomics  Analysis of metabolites in response to pathophysiological 
stimuli (disease or therapeutic treatment) or genetic modification 
 

Lipidomics Analysis of all lipids and molecules that interact with them 
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INTRODUCTION  

The availability of complete genome sequences has led to the development of new ‘omics’ 

technologies including transcriptomics, proteomics and metabonomics. These technologies 

provide useful information for the investigation of new diagnostic biomarkers and for the 

evaluation of disease progression and therapeutic effectiveness. Moreover, it may lead to 

generation of new mechanistic hypotheses to explain the development of pathologies (Fig. 1) 

(1).  

 

 

Figure 1. Schematic representation of the ‘omics’ technologies. The metabolome can be seen 
downstream of the genome, transcriptome and proteome. 
 

Genomics provides information about the genotype of a large number of species and 

contributes to the development of functional genomic techniques such as transcriptomics, to 

the study of gene expression, or proteomics, to the evaluation of protein translation and post-

translational modifications (2). However, many genes are not under transcriptional control, 

suggesting that an approach based solely on transcriptomics is inadequate. Also, unraveling 

the proteome of an organism remains an immense technical challenge (3).  

 

Metabolomics is a new technology that yields a snapshot of global metabolism and defines 

phenotypes based on measurements of metabolite concentrations and fluxes in cells/tissues 

(interaction between the genetic activity, protein activity and metabolic activity). Whenever 

possible, the analysis takes into account that biological systems also depend on external 
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factors such as other genomes (symbiotic organisms) or metabolic responses from multi-

cellular systems (pathophysiological stimuli or genetic modification). Likewise, 

metabolomics assessment of differences between normal and pathological metabolic profiles 

may improve our understanding of the disease process or predict metabolic consequences of 

gene modifications (4).  

 

Classically, this technology was classified by Nicholson & Wilson (5) in two terminologies: 

1) Metabolomics defined as ‘ the measurement of metabolite concentrations and fluxes and 

secretions in cells and tissues in which there is a direct connection between the genetic 

activity (gene expression), protein activity (proteome) and metabolic activity itself’; 2) 

Metabonomics defined as ‘the quantitative measurement of the multivariate metabolomic 

responses of multicellular systems to pathophysiological stimuli or genetic modifications’. 

Later, other authors used other terminologies in order to explain the different aspects of 

metabolomics, for example Fiehn (6) used metabonomics, metabolomic profiling and 

metabolomic fingerprinting and Ellis and coworkers (7) also used metabonomics, 

metabolomic profiling, metabolomic fingerprinting and metabolic footprinting, metabolic 

target analysis, metabonomics and lipidomics (Table 1). 

 

An advantage of metabolomics over other ‘omics’ techniques is that the metabolome is 

downstream of the genome and the proteome and thus it more closely resembles the 

phenotype (8). It has been shown, using metabolic control analysis, that small changes of 

enzyme activity, and therefore their expression, may have little or no effect on metabolite 

fluxes but could lead to substabtial changes in metabolite concentrations (9). Moreover, while 

genes and proteins are specific for each organism, metabolites are virtually the same in all 

organisms. Thus, the study of metabolites is useful for translational research because findings 

in lab animals can be directly transferred to the clinical environment.  

 

All expressed phenotypes depend on the constrains imposed by the enviroment and the 

identification of all these restrictions defines phenotypic states. Metabolic networks have 

more thermodynamic and stoichiometric constraints than signalling networks, and, 

consequently, metabolomics provides a more basic approach to understanding biological 

systems (10). All these facts make metabolomics an attractive option, especially because there 

are only 2766 metabolites per 31897 genes in humans (11).  

 



152 [Annex II] 
 

Another advantage of metabolomics is that it is much cheaper on a per sample basis and with 

higher throughput compared to transcriptomics and proteomics. The major challenge of 

metabolomics is the experimental design in order e.g. to determine adequate variables and 

sample size (12).  

 

Metabonomics is a rapid, accurate and precise analysis of metabolite data which yields an 

unbiased measure of biochemical consequences of drug effectivity/toxicity, disease processes 

and gene functions. Data analysis is not based on a priori knowledge of physiological or 

pathophysiological models and thus provides unbiased information of complex biological 

systems. Integration with physiological studies (as for example described in Chapters 3, 4, 12, 

13) and studies using other ‘omics’ approaches (13) will ultimately lead to improved 

understanding of  biological systems. 

 

DATA COLLECTION 

There are two main approaches in metabonomics, profiling and fingerprinting (Table 1). 

Profiling is based on quantitative analysis of all metabolites involved in a biochemical system 

(14). Fingerprinting is based on the determination of characteristic metabolites of a 

biochemical system “snapshot” (15). 

 

Metabolites are of a very heterogenous chemical nature. There is no single technical approach 

that allows to detect all of them and thus very different detection methods have been used; 

these include enzymatic analysis, infra-red spectroscopy, Raman spectroscopy, thin layer 

chromatography, high performance liquid chromatography (HPLC) (16;17), mass 

spectroscopy (MS) and magnetic resonance spectroscopy (MRS). Until now, metabolomics 

has mostly been based on MS and MSR because these methods provide measurements of a 

great variety of metabolites in each analysis.  
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Mass Spectroscopy  

MS is an analytical technique to determine the sample composition by measurement of the 

mass-to-charge ratio of particles that have been ionised e.g. by an electron beam (18). MS is 

usually coupled with a metabolite separation method such as gas chromatography where 

analytes are separated by their boiling point, or liquid chromatography where analytes are 

separated by their chemical properties (hydrophobicity, hydrophilicity or charge) or capillary 

electrophoresis where analytes are separated by the mobility of their electrical charge (Table 

2) (19).  

 

An advantage of this technique is that it provides high sensitivity for detecting metabolites at 

physiological concentrations. For example, MS coupled with HPLC has instrumental lower 

limits of detection in the 25-75 pg range, and lower limits of quantification in the 75-250 pg 

range. The lower limits of quantification in human samples is on the order of nmol L-1 to 

µmol L-1 (20). On the other hand, the presence of a separation method prior to the detector 

implies that only a pre-defined group of metabolites will be detected.  

 

Magnetic Resonance Spectroscopy 

MRS is a non-ionising analytical technique associated with magnetic resonance imaging 

(MRI). It is based on proton resonance of  the molecules in vivo or in a biological sample (21) 

in order to determine metabolic compounds. It does not require any separation before analysis 

TABLE 2. Comparison between mass spectroscopy (MS) and magnetic resonance 
spectroscopy (MRS) 
 Advantages Disadvantages 

MS 

Identify similar substances 

Determine molecules in low concentration 

High sensitivity 

Quantitative analysis 

Ionisation method 

Prior separation of a mix 

 

MRS 

Non-ionisation method (non-invasive) 

Studies of mixtures 

In vivo studies 

Quantitative analysis 

Low sensitivity 
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(Table 2). Hydrogen is usually the nucleus studied by magnetic resonance, but other nuclei of 

biological interest can also be used such as 13C, 31P, 19F and 15N.  

 

Briefly, when a biological sample is placed in a magnetic field, the nuclei (for example 1H) of 

the molecules can absorb radiofrequency radiation and the nuclear spin transits to an elevated 

energy level. During spin relaxation, there are emissions of photons proportional to the 

magnetic field (ν; in Hz); the spectrum is a representation of these emissions. Each nucleus 

within a molecule will sense a slightly different magnetic field due to its particular 

environment. Thus, in a spectra the frequency, which is typically plotted as chemical shift (δ; 

in ppm), is a characteristics of an atomic nucleus allowing for metabolite identification (Fig. 

2).  

 

 

Figure 2. Typical 1H-MR spectra of metabolites in the brain cortex of rats with portocaval 
anastomosis obtained at 9.4T (400MHz). All metabolites are referred to 
trimethylsilyltetradeuteropropioniate acid (TSP) at 0.0 ppm. Only the aliphatic part of the spectra, 
between 0 and 4.5 ppm, is shown. Abbreviations: lac, lactate; ala, alanine; GABA, γ-aminobutiric 
acid; glu, glutamate; gln, glutamine; asp, aspartate; cr, creatine; cho, choline; glc, glucose; tau, taurine; 
mIns, myo-inositol. 
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An advantage of MRS is that metabolic markers discovered and analysed in vitro can be 

measured in vivo. A recent study of acute liver failure in rats determined the in vivo alterations 

of brain metabolites involved in this pathology (22). MRS can routinely be performed in the 

human brain and metabolic fingerprinting has been carried out in patients, particularity in the 

field of cancer (23-26). In adition, magnetic resonance spectroscopic imaging (MRSI) is a 

new approach which focuses on a segment of the metabolome by analysing a few selected 

metabolites to comprise a specific biochemical pathway (27) (Fig. 3). Another way to study a 

specific alteration of a particular pathway is through the follow-up of metabolism using 

labelled substrates such as 13C-labelled precursors [22], see also Chapter 12. 

 

 

Figure 3. Example of 1H-MRSI from a high-grade mouse glioma, with PRESS localisation. (a) T2-
weighted reference image (T2WI) of the mouse brain with overlaid volume of interest (VOI, blue 
square) for MRSI includes most of the tumour region. (b) Enlargement of the PRESS-VOI region, 
where a 10 x 10 1H-MRSI matrix and respective spectra are displayed. (c) Map of time-course MR-
detectable glucose changes in the VOI region, during induced acute hyperglycemia, color-coded 
according to the scale displayed (MR-glc, %); tumour borders marked with dashed line. Maps could 
be drawn for each metabolite identified in the spectra. Modified figure from [21]. 
 

Biological Samples  

Metabonomic analysis can be done with most types of biological samples such as cell cultures 

(28) tissues (29) or biofluids (plasma, urine, cerebrospinal fluid, the vitreous humor) (30) and 

it can also be performed in vivo using, for example MRS measurements (31).  
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DATA ANALYSIS  

As with other ‘omics’ approaches, a metabolomic dataset consists of a huge number of 

variables (MS or MRS peaks) compared to the number of samples. Statistical analysis usually 

comprises multivariate data analysis such as principal component analysis (PCA), allowing 

for pattern recognition. PCA reduces the dimensions of a dataset with a minimum loss of 

information and is mainly used to explore the dataset and to build predictive models (32). 

PCA implies linear transformation of the original variables of the dataset to a new coordinate 

system in which the largest variance of the dataset is referred to the first axis (first principal 

component; PC1), the second largest variance is referred to the second orthogonal axis 

(second principal component; PC2) and so on. The projections of a dataset comprise a score 

plot. The score plot is interpreted by use of a loading plot that shows the weight of each 

original variable for each component whereby it becomes possible to indentify some kind of 

grouping variables (Fig. 4). 

 

Figure 4. Chart of a typical chemo-metric approach used to cluster NMR data. (a) Unsupervised 
classification method (Principal Component analysis) is used to see any major trends in the dataset. (b) 
Supervised classification (Discriminant Analysis) shows clustering or outliers related to a variable of 
interest. (c) Cooman's plot shows the separation of two different groups (i.e. healthy versus disease). 
Thick lines mark the 95% confidence interval for the samples belonging to a particular group. 
 
Frequently, more than three components are necessary to summarise the information of a 

dataset. The number of principal components chosen for the analysis depends on two 

parameters: the goodness of fit accuracy (R2X) and the goodness of prediction (Q2X). While 

the R2X parameter explains the fitting variation that increases with the complexity of the 

model, Q2X explains the predictive power of the model that increases until a maximum value. 

Therefore, the number of chosen components defines the model with optimal balance between 

the goodness of fit and the predictive ability.  
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PCA is an unsupervised technique to assess the variation of the dataset without any prior 

knowledge of the samples (Fig. 4). However, if specific questions are being posed, supervised 

techniques such as prediction to latent structures through partial least squares (PLS) may be 

more appropriate (Fig. 4). These supervised methods require a knowledge of the sample class 

to develop a projection model in which dependent variables are chosen to represent the class 

membership (33). Discriminant analysis is a method for distinguishing differences between 

groups (Fig. 4). This analysis first uses a training-set of data for the establishment of rules for 

classification and features of each data entry. Then these features are combined to maximise 

the separation between the classes in the training set while keeping intra-group variation at a 

minimum. The objective is to obtain the decision boundaries with which the subsequent 

prediction model will work. However, if this part of the analysis is based on a small number 

of samples, the prediction model may be biased due to a selection of the variability of the 

samples in the training set. Consequently, application of such a prediction model to other data 

sets may result in a biased fit and an incorrect prediction. Therefore, the model has to be 

validated using an independent test set of individuals of unknown classes to assure the correct 

prediction of the model (34). In addition, there have been described data filter procedures that 

can be used in discriminant analysis to further improve separation between groups such as the 

orthogonal signal correction (OSC) (35). 

 

METABONOMIC APPLICATIONS  

Metabonomic analysis is used in a variety of studies to establish pattern recognition as a 

diagnostic tool, a system to monitor pharmacological treatment, or to determine silent 

mutations. 

 

In basic research, metabonomics is used in a great variety of studies. For example, the 

FANCY (functional analysis by co-responses in yeast) approach can reveal the phenotype of 

silent genes by the metabolic comparison of mutations (36). This study showed that mutations 

with no changes in growth rate or substrate utilisation had different levels of intracellular 

metabolite concentrations. In this case, the metabonomic approach provided extra information 

not provided by transcriptomics or proteomics. The study showed that more knowledge about 

the function of unstudied genes could be obtained through metabolic analysis. 

 

One objective in metabonomics is to classify biological variables by pattern recognition 

analysis and to find useful biomarkers for diagnosis. Brindle and co-workers used this 
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approach to predict coronary artery diseases and to determine the severity of the disease by 

means of the analysis of blood composition (37). They used MR-based metabonomics to 

identify small molecules such as the levels of various lipids as risk factors involved in 

coronary heart diseases. This study determined two partially overlapping clusters that 

distinguished between patients with triple vessel disease and patients with normal coronary 

arteries by discriminant analysis (PLS-DA). They identified the main metabolites that allowed 

for setting these groups apart. After the application of OSC, patients were well separated and 

a predictive model was constructed from the data of fifty-four patients. This model predicted 

class membership of unknown samples with a sensitivity of 92% and a specificity of 93%. In 

addition, it was unnecessary to fully understand the molecular differences of the patients’ 

spectra for a correct classification. The high sensitivity, specificity and simplicity show the 

power of this technique for screening and diagnosis of human metabolic disorders. However, 

in a subsequent study Kirschenlohr and co-workers (38) found that the classification model 

was biased since gender and statin treatment were factors of interference which were not 

accounted for.  

 

Metabolomics is also a tool to assess drug toxicity (39) or to personalise a pharmacological 

treatment (40). The evaluation of drug toxicity has been assessed by the consortium for 

metabonomic toxicology (COMET) formed by five major pharmaceutical companies and 

Imperial College (London) (41). They used MR-based metabolomics to generate a database of 

metabolite content in rodent urine and blood. Predictive systems were built using pattern 

recognition tools for the detection of in vivo drug toxicity from a set of 80 treatments. The 

error rate of the predictive models was found to be around the 8% with a sensitivity between 

40-70%, depending on the main organ of toxicity, and specificity above 70%. In some 

treatments, it was not possible to make predictions due to interfernces between metabolite 

signals or class overlaping . This study validated the metabonomic approach to preclinical 

toxicology assessment for rapid in vivo drug toxicity screening. Pharmaco-metabonomics is a 

personalisation of drug treatment according to the individual characteristics of each patient 

using pattern recognition of biofluid metabolite profiles to predict the drug response (42). 

This approach can provide both population-screening and individualised tools for suitable 

drug treatment.  
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Metabonomics Applications in Liver Diseases  

Metabonomic analysis has been applied in some liver disease studies. For exemple, Barba and 

coworkers used metabonomics to establish a model of classification of hepatic 

encephalopathy (HE) according to its severity and to evaluate the effect of therapeutic 

hypothermia in a rat model of acute liver failure (43). They studied brain metabolites using 

MRS of brain tissue extracts. This animal model has a predictable course reaching precoma, 

defined as loss of righting reflex, and coma, defined as a loss of corneal reflex. They isolated 

two different brain regions (frontal cortex and brainstem) to evaluate the metabolites by high-

resolution magic angle spinning (HR-MAS) spectroscopy. Principal component analysis 

(PCA) summarised the information of the metabolite spectra; where PC1 clustered the data 

according to the severity of liver failure (normal, precoma and coma stage), PC2 provided no 

useful information and PC3 showed the origin of tissue (frontal cortex or brainstem) (Fig. 5).  

 

Figure 5. Score plots of principal component analysis from HR-MAS spectra obtained from the brain 
of a rat model of HE. Each symbol corresponds to an individual animal. The first principal component 
(PC1) is related to the severity of HE while the third principal component (PC3) differentiated 
between cortex and brainstem. The second component (not shown) was unrelated to pathology or 
brain area. Legend: Samples from sham (squares), 6 h stage (circles), precoma (diamonds) and coma 
(triangles) acute liver failure rats are labelled filled for the cortex and opened for the brainstem.  
 

Thus, metabolic profiles changed during acute liver failure progression. The study also 

demonstrated that mild hypothermia as a treatment for acute liver failure caused a delay in 

disease progression, which correlated with the changes of brain metabolite profiles. Indeed, 

this study established a model to classify the severity of liver failure and to detect the 

effectiveness of a treatment using metabolomics analysis (Fig. 6). This is a promising tool for 

diagnosis and prognosis of pathologies.  
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Figure 6. Average of score plot (t) for sham-operated animals, normothermic animals at 6 h (6 H), 
precoma and coma and hypothermic animals (hypo) at 6 h (6 H) and 15 h (15 H) in the cortex (grey 
bars) and the brainstem (empty bars) obtained in one-component partial least square discriminate 
analysis (PLS-DA). Scores for hypothermic animals were obtained using the PLS-DA model created 
using the different stages of disease progression in normothermic animals showing that hypothermia 
prevents metabolic degeneration as well as the symptom progression. 
 

Metabolic profiling has been used to study specific metabolites that may be involved in 

pathology. Vinaixa and co-workers studied an animal model of non-alcoholic liver disease, 

which is a frequent cause of liver dysfunction secondary to a fatty infiltration in the absence 

of alcohol abuse (44). It has been hypothesised that the development of hepatic inflammation 

originates from steatosis of the liver but this has been questioned recently. This study 

analysed the effect of dietary cholesterol on steatosis in a mouse knockout model of the low-

density lipoprotein receptor. Mice were fed three different diets: a control diet (3% fat, 0.03% 

cholesterol); a high-fat diet (23% fat, 0.03% cholesterol); and a high-fat and high-cholesterol 

diet (23% fat, 0.28% cholesterol). Analysis of the livers after 16 and 32 weeks showed that 

the dietary cholesterol content was of importance for the development of steatosis. In contrast, 

inflammation had less impact because the three groups of animals showed the same number 

of infiltrating cells. Therefore, diet could have a critical role on the mechanism of this 

pathology. These external factors can be evaluated by metabolomics. 

 

In a more recent study, Sun and co-workers demonstrated that the potential hepatotoxicity of 

acetaminophen (APAP) could be assessed through the study of the drug's metabolite profiles 

in urine (45). They treated rats with APAP 400 mg kg-1 or 1600 mg g-1 to study the metabolic 

pathway of APAP through the metabolites excreted in urine. They found that almost all 

APAP was metabolised and excreted as compunds conjugated with sulphate (APAP-Sul) or 

with glucuronide (APAP-Glu). A small quantity of APAP was oxidated to a reactive 
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metabolite (N-acetyl-p-benzosemiquinone) that is involved in liver toxicity. N-acetyl-p-

benzosemiquinone reacts with glutation to form APAP conjugated with N-acetyl-L-cysteine 

(APAP-NAC) that is excreted in urine. A small amount of unmetabolised APAP is excreted in 

the urine. All these metabolites were detected in the urine with MS-based metabonomics for 

both doses and then their concentrations were detected at different time-points by MR-based 

metabonomics. The highest concentration of APAP-NAC in urine was seen after 24h of 

treatment and disappered after 72h. Furthermore, the concentration of S-adenosyl-L-

methionine, the source of sulphur in glutation, was evaluated in urine and there was an 

inverse correlation between S-adenosyl-L-methionine and APAP-NAC concentrations. This 

suggests that the trans-sulphuration metabolic pathway was involved in the drug 

detoxification process. They also showed a correlation between APAP-NAC and biochemical 

analyses (ALT, AST and bilirrubin). This data supports the idea that metabolomic 

technologies are useful in evaluating the potential toxicity of a drug and in detecting 

biomarkers of toxicity that could be useful for the drug discovery process. 

 

Hepatic graft failure could be detected as early as two hours after transplantation by blood 

metabolic analysis (46). A patient was examined after a failed graft of orthotopic liver 

transplantation from a living donor and after a second successful graft transplantation from a 

deceased donor. Blood samples were collected 2, 24 and 48 hours after both liver 

transplantations. Principal component analysis showed two different clusters depending on 

the success or failure of the liver transplantation; thus, putative biomarkers of graft 

dysfunction were identified including lactate, uric acid, citrate, glutamine, methionine and 

total fatty acid. Moreover, there were differences in the metabolic profiles between graft 

rejection and a favourable outcome both at early stages of the transplantation (after two hours 

when there are no changes in liver enzymes) and at late stages (after 24-48h). Although this is 

a preliminary study that should be validated in a heterogeneous population, these data suggest 

the possible usefulness of metabonomics as a tool for clinical decision making. 

 

Hepatocellular carcinoma could also be detected before the patients developed clinical 

symptoms using a minimally invasive analysis of blood metabolites (47). MR spectroscropy 

was performed on serum samples from patients with cirrhosis, hepatocellular carcinoma and 

healthy volunteers. A supervised discriminant analysis (PLS-DA) found two principal 

components that allowed for the correct separation between the three groups of subjects. This 

model predicted class membership with a goodness of fit of 50% and a predictive ability of 
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59%. The main metabolites involved in the clustering of healthy volunteers were very low 

density lipoproteins (VLDL) and unsaturated lipids. This is in accordance with the results 

obtained from in vivo spectra that showed a decrease in lipids in the serum of the same 

patients. In contrast, patients with cirrhosis had elevated glycerol and glutamine and patients 

with hepatocarcinoma showed a decrease in LDL and an increase in acetylglycoproteins. 

Thus, the study demonstrated that patients with cirrhosis and hepatocarcinoma have different 

metabolic profiles as compared to healthy controls. Furthermore, the supervised analysis 

between cirrhosis and hepatocarcinoma showed a good prediction model (R2 = 35.4% and  Q2 

= 45.7%). This study suggests that metabolomics can be a tool for the early diagnosis of 

hepatocarcinoma and cirrhosis. More studies are necessary before stablishing an adequate 

classification model for the stratification of liver diseases. 

 

All metabolites contain hydrogen atoms, thus 1H-MRS could be used to study almost all 

metabolites. However, some metabolic pathways are better assessed by other approaches. 

Energetic metabolism or phospholipid metabolism have been studied by 31P-MRS and carbon 

fluxes by 13C-MRS using 13C-labelled percursors. These methods have also been applied in 

different pathologies of the liver. Zwingmann and collaborators (48) used 1-13C-labelled 

glucose to follow glycolytic metabolism in the rat brain of acute liver failure by ex vivo 

magnetic resonance. They showed a selective increase in the sythesis of de novo lactate at 

advanced stages of liver failure (coma stage) and an increase in the synthesis of glutamine at 

an earlier precoma stage. Both metabolites are involved in energy and nitrogen metabolism. 

Hyperpolarisation is a new approach that enhances the MR signal and may be used as a non-

invasive agent for in vivo studies. Ardenkjaaer-Larsen and coworkers have carried out the 

development of this technology achieving an enhancement of the signal-to-noise ratio to 

44400 for 13C and 23500 for 15N (49). Moreover, there are some experimental in vivo studies 

that follow the carbon fluxes using 13C-hyperpolarised pyruvate as non-invasive biomarkers 

in the area of cancer (50) or heart disease (51). An accurate MR-based metabolic study may 

elucidate some extra data of the mechanisms that act in this pathology.  

 

Hepathic encephalopathy is a complication of cirrhosis. These patients have characteristic in 

vivo brain 1H-MR spectra defined by a decrease in choline derivates and myo-inositol and an 

increase in glutamate and glutamine (52;53). These alterations have been linked to the 

severity of liver failure and it has been proposed that they could indicate compensatory 

mechanisms due to the development of brain edema (54;55). These metabolic changes may 
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also participate in the neurophysiologica disturbances that affect the first motor neuron (56). 

In experimental models (57), neurophysiological abnormalities have been related to 

abnormalities of nitrogen metabolism. It is difficult to distinguish which metabolites are 

involved in neurophysiological detriment and in brain edema or if there is a combined effect 

of both. Metabolomics may clarify the mechanisms involved in brain edema and 

neurophysiological detriment associated with hepatic encephalopathy. 

 

CONCLUSION 

Metabonomics is a useful tool for basic research and clinical applications in the diagnosis and 

prognosis of liver diseases as well as for treatment follow-up. This technology is especially 

useful for the liver because of the key role of the liver in the metabolism of exogenous and 

endogenous substances. Furthermore, unlike genomics, metabonomics considers the 

alterations due to the environment making this a promising tool to evaluate not only 

phenotypes but also disease progression and treatment response. 
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