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Introduccion

La respuesta de estrés es un elemento esencial para el mantenimiento de la homeostasis [1]. Existe una
estrecha interaccion entre las actividades del llamado sistema de estrés y el sistema inmune
constituyendo un efectivo y complejo entramado defensivo y adaptativo contra los distintos agentes
lesivos para el organismo [2]. Se ha constatado que en las fases iniciales de una sepsis en las que el
sistema inmune esta hiperactivo se produce un incremento paralelo en el nivel de actividad tanto del eje
Hipotalamo-Hipofisario-Adrenal (HHA) como del Sistema Nervioso Simpético (SNS) [3]. Numerosas
evidencias experimentales y clinicas muestran que este incremento de las actividades del HHA y del
SNS durante los episodios de bacteriemia actuaria como un elemento regulador modulando los excesos
de actividad del sistema inmune que pueden llegar a dafar al paciente [4, 5].

El Sistema Nervioso Simpatico en los pacientes cirréticos

Los pacientes con cirrosis e hipertensién portal desarrollan un estado circulatorio hiperdindmico
caracterizado por una vasodilatacion esplacnica y periférica y un aumento del volumen plasmatico y del
gasto cardiaco. Estos fendmenos son consecuencia de una produccidn excesiva de sustancias
vasodilatadoras, principalmente éxido nitrico, y una hiporreactividad vascular a los vasoconstrictores
enddgenos [6]. Con la progresion de la enfermedad se produce una importante activacion del SNS en
respuesta a la vasodilatacion persistente que se traduce en elevadas concentraciones plasmaéticas de
noradrenalina [7], a pesar de lo cual la hipotensién arterial persiste debido a una menor respuesta al
estimulo adrenérgico de los receptores alfa y beta de los vasos de los pacientes cirréticos [8, 9].
Numerosos autores consideran que esta activacion crénica del SNS en respuesta a su situacion
hemodinamica estaria implicada en la respuesta inmune deficiente que se observa en los cirréticos y este
efecto podria compensarse, al menos parcialmente, mediante un bloqueo farmacoldgico del SNS.
Concretamente, los farmacos beta-bloqueantes no selectivos (BB) administrados a los pacientes
cirréticos para prevenir el sangrado por varices esofégicas se han asociado a menores tasas de infeccion
[10], a una disminucion de la permeabilidad intestinal y de las concentraciones séricas de
lipopolisacarido e IL-6 [11] y a una menor gravedad de la inflamacion sistémica y mejora de la
supervivencia en pacientes con Acute-on-Chronic Liver Failure [12]. Recientemente, nuestro grupo ha
descrito que los BB modifican no sélo la respuesta inmune evocada por bacterias sino la que se produce
en respuesta a la presencia de patrones moleculares asociados a patdgenos como el ADN bacteriano
[13].

El Sistema Nervioso Simpatico v el desarrollo de hepatocarcinoma en los pacientes cirrdticos

Los pacientes cirrdticos son una poblacién con un riesgo elevado de desarrollar un hepatocarcinoma
(HCC) que se ha estimado en 1-14% anual en pacientes con cirrosis asociada a la infeccién por virus de
la hepatitis B, 4-14% anual en cirrosis asociadas a la infeccion por virus de la hepatitis C y 1% anual en
cirrosis alcohdlicas. El riesgo de HCC asociado a la cirrosis por esteatohepatitis no alcoholica es del
2,6% anual. Los pacientes cirréticos con una enfermedad més avanzada tienen mayor riesgo de HCC.
Se han descrito varios predictores del desarrollo de HCC en relacion a la gravedad de la cirrosis entre
los que se incluyen pardmetros sugestivos de insuficiencia hepética como la bilirrubina, albimina y
actividad de protrombina y pardmetros indicativos de hipertensidn portal como la cifra de plaquetas y
la presencia de varices esoféagicas [14]. Los pacientes con un gradiente de presion venosa portal
(GPVH) > 10 mmHg tienen una incidencia de HCC del 2,1% anual mientras que aquellos con un GPVH
< 10 mmHg la incidencia es de un 0,35% anual [15].

Actualmente, existen diversas opciones terapéuticas para los pacientes con HCC, especialmente si se



diagnostica en fases iniciales lo que justifica la realizacion de programas de vigilancia activa de
deteccidn precoz del tumor en los pacientes con cirrosis [16].

El HCC es una lesidn neoplésica que tiene lugar, en mas del 80% de los casos, sobre un lecho de
inflamacidn crénica que secuencialmente progresa de fibrosis a cirrosis para terminar en el tumor. A
nivel hepético pueden producirse dos grandes tipos de inflamacion: una inflamacion persistente como
resultado de una hepatitis viral y/o por la exposicion repetida a productos bacterianos consecuencia de
fendmenos de translocacion bacteriana o bien una inflamacién estéril asociada al consumo de alcohol,
esteatohepatitis no alcohdlica o lesiones por farmacos [17]. El papel de la inflamacion en la evolucion a
cirrosis es ampliamente aceptado y es dirigida por la infiltracién de las células del sistema inmune
(monocitos/macréfagos, linfocitos T y neutrdfilos) y por células residentes en el parénquima hepéatico
(células de Kupffer, dendriticas, sinusoidales y estrelladas) capaces de secretar numerosas citoquinas y
quimioquinas. La perpetuacion de esta situacion en el tiempo o inflamacidn crénica conforma el sustrato
sobre el que se desarrolla secuencialmente el proceso fibrosis-cirrosis-HCC como demuestran modelos
experimentales murinos de cirrosis y HCC por exposicion a tetracloruro de carbono [18].

Diversos trabajos realizados en modelos experimentales murinos de inflamacion crénica y tumores han
mostrado que la activacion sostenida del SNS se asocia a una expresion tisular aumentada de las
citoquinas IL-6 e IL-8, la supresion de las respuestas de linfocitos T citotoxicos y células NK vy el
reclutamiento de macréfagos hacia el tumor primario [19]. En estos trabajos se constato que los farmacos
beta-blogueantes reducen y los agonistas del receptor beta aumentan la progresion tumoral y el
desarrollo de metéstasis en modelos de cancer de mama, prostata, melanoma maligno y leucemia [19].
En el caso concreto de los tumores hepaticos se ha demostrado en modelos de rata con tumores inducidos
guimicamente con 2-acetilaminofluoreno o con 3'-metil-4-dimetilaminoazobenzeno la existencia en
homogeneizados de tejido hepatico de un gran aumento, basal y tras el estimulo con el agonista beta-
adrenérgico isoproterenol, de la actividad de la enzima adenilato ciclasa y de la produccion de AMPc,
cambios bioquimicos que precedieron la aparicion de los signos histologicos de cancer. Igualmente, se
ha descrito en membranas de células de HCC un incremento de la densidad de los receptores beta-2 y
de su expresién génica que se acompariaba de una sefial post-receptor intracelular alterada [20] y una
expresion reducida de la enzima monoamino-oxidasa A (enzima metabolizadora de catecolaminas) con
el consiguiente aumento de adrenalina y noradrenalina que se asociaba significativamente con el grado
de invasion vascular y el desarrollo de metéstasis [21].

Los farmacos beta-bloqueantes y el desarrollo de hepatocarcinoma

En 2012, Nkontchou y colaboradores publicaron los resultados de un estudio retrospectivo de casos y
controles en el que observaron que 2 de cada 50 pacientes cirréticos con varices esofégicas tratados con
propranolol durante 5 afios desarrollaron un HCC (4%) frente a 9 de 43 pacientes de caracteristicas
parecidas que no habian recibido tratamiento con propranolol (21%). Esta diferencia resultd
estadisticamente significativa en el anélisis multivariante (HR=0,16; P=0,0005) [22]. Recientemente,
nuestro grupo ha publicado el resultado del seguimiento de 173 pacientes (73 tratados y 100 no tratados
con BB) durante 11 afios (ver Figura 1). Durante este tiempo un total de 28 pacientes desarrollaron un
HCC de los cuales 20 no habian recibido tratamiento con BB. Las comparaciones entre las proporciones
acumuladas de casos de HCC entre los pacientes tratados y los no tratados con BB desde el diagnostico
de la cirrosis fueron estadisticamente significativas (6 vs. 3%, a 5 afios; 19 vs. 6% a 10 afos; 24 vs. 16%
a 15 afios; P=0.048). El analisis multivariante mostré que el tratamiento con BB era la Gnica variable
asociada significativamente con el desarrollo de HCC en este estudio [23].
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Figura 1. Probabilidad de supervivencia libre de hepatocarcinoma en funcién del tratamiento con BB

Existen otros estudios observacionales que encuentran también una asociacion entre el uso de
propranolol y una menor mortalidad en melanoma maligno avanzado [24] y cancer de mama [25]. Un
estudio realizado en Irlanda vinculando los registros de prescripcion y de mortalidad nacionales encontrd
una menor mortalidad por cancer de mama entre consumidoras de propranolol (beta-bloqueante no
selectivo) pero no entre las tratadas con atenolol (beta-bloqueante especifico del receptor beta 1) [26].

El conjunto de todos estos datos experimentales y de estudios observacionales en humanos sugieren un
efecto de la actividad adrenérgica beta en la aparicion y desarrollo de tumores aunque se desconoce el
mecanismo por el que este efecto podria tener lugar. Recientemente, se ha sugerido que el posible efecto
reductor de la incidencia y crecimiento del HCC descrito con los farmacos beta-bloqueantes no
selectivos en los pacientes cirréticos podria ser consecuencia no sélo de los cambios en la actividad del
sistema inmune y el consecuente bloqueo de parte de la accion del SNS, sino también del bloqueo de
los receptores beta en mucosa y linfaticos intestinales y de cambios en la microbiota intestinal
responsables de una menor frecuencia de episodios de translocacion bacteriana y menor carga portal de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) con la consiguiente reduccion en los fendmenos
de inflamacio6n tanto a nivel hepatico como sistémico [27]. También se ha sugerido un posible efecto
consistente en una reduccion en la angiogénesis al inhibir el factor de crecimiento vascular endotelial
[27].



Justificacién del estudio

Los datos experimentales y los procedentes de estudios clinicos observacionales sugieren una
importante implicacién de la actividad del SNS y de sus efectos sobre la actividad del sistema inmune
en el desarrollo y progresion de los procesos tumorales. Esto es especialmente relevante en el caso de
los pacientes cirroticos y su riesgo de desarrollo de HCC. Sin embargo, no se conoce el o los mecanismos
por el que estos efectos tienen lugar ni como la evolucién temporal de los cambios en los sistemas
inmune y SNS en relacion a los procesos inflamatorios, incluyendo los episodios de translocacion
bacteriana, y de desarrollo de fibrosis que tienen lugar en el paciente cirrético se traducen en ultimo
término en el desarrollo de HCC. Caracterizar este proceso es el objetivo principal del presente estudio.

Objetivos

Principal: identificar los cambios del sistema inmune (citoquinas pro y anti-inflamatorias) y del sistema
nervioso simpatico (catecolaminas y actividad de los receptores adrenérgicos de las células inmunes
circulantes) que ocurren en los pacientes cirroticos a lo largo del tiempo y su posible asociacion con la
aparicion de HCC

Secundarios:

1 - comparar el grado de activacion del sistema inmune y del sistema nervioso simpatico entre pacientes
cirréticos a los que se diagnostica durante su seguimiento un HCC con pacientes cirrdticos de
caracteristicas clinicas y demograficas parecidas y mismo tiempo de seguimiento sin HCC

2 - comparar el grado de activacion del sistema inmune y del sistema nervioso simpatico en funcién de
que reciban o no tratamientos que interfieran con la actividad del SNS, como los farmacos beta-
blogueantes no selectivos, y la evolucidon a empeoramiento de la cirrosis y/o HCC

3 - comparar el grado de activacion del sistema inmune y del sistema nervioso simpético en pacientes
cirroticos dependiendo de que presenten o no fragmentos de ADN bacteriano y/o endotoxina circulante
en sangre y la evolucion a empeoramiento de la cirrosis y/o HCC.



Metodologia
Disefio: estudio observacional prospectivo de cohortes

Sujetos de estudio: se incluiran secuencialmente pacientes cirréticos seguidos en la Unidad Hepética del
Hospital General Universitario de Alicante en el programa de deteccion temprana de HCC y que acepten
participar en el estudio firmando el correspondiente consentimiento informado.

N° pacientes a incluir en el estudio: de acuerdo con el nimero de pacientes que son seguidos en el
programa de deteccidn temprana de HCC de la Unidad Hepética del Hospital General Universitario de
Alicante (unos 45-50 nuevos pacientes cada afo) se considera un numero factible la inclusion de 100
pacientes al inicio del estudio entre los ya incluidos en el programa de screening en el momento actual
y de 35 nuevos casos (asumiendo un 20% de negativas a participar en el estudio y/o de pérdidas) en
cada uno de los 3 afios del estudio hasta completar una cohorte de 200 pacientes. Asumiendo una
incidencia anual de HCC minima en esta cohorte de pacientes del 2% en 3 afios se producirian 9-12
HCC. En todos los trabajos previos de nuestro grupo se ha identificado que entre un 35-10% de los
pacientes, dependiendo de que tengan o no ascitis u otros factores favorecedores presentan fragmentos
circulantes de ADN bacteriano en sangre. Igualmente, se estima en torno al 25-30% el porcentaje de
pacientes de esta cohorte en tratamiento con beta-bloqueantes. Por todo ello, se espera reclutar un
minimo de 20 pacientes que en algin momento en los 3 afios del estudio presenten fragmentos
circulantes de ADN bacteriano y/o endotoxina y 50-60 pacientes que sean tratados con un beta-
bloqueante no selectivo.

Inclusion y seguimiento de los pacientes: Los pacientes se incluirdn en el estudio tras la firma del
consentimiento informado y a partir de ese momento y coincidiendo con la extraccion analitica que se
les realiza cada 6 meses como parte del seguimiento del programa de deteccion temprana de HCC se
separara una alicuota de suero y células para el estudio. Este procedimiento se realizard mientras los
pacientes permanezcan en el programa de deteccion precoz de HCC. A su vez se recogeran en cada
visita los datos clinicos, analiticos y de imagen indicativos de la evolucion del paciente que se registraran
en el cuaderno de recogida de datos. EI manejo y almacenaje de las muestras bioldgicas del estudio
seguird lo dispuesto en la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica. En la figura 2 se
resumen los procedimientos a seguir durante el estudio.
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Figura 2. Procedimientos y cronograma a seguir durante el estudio

Variables: En cada muestra sanguinea se procedera al inmunofenotipado mediante citometria de flujo
(Las determinaciones se realizaran en un FACSCanto de Becton Dickinson) para a continuacién
proceder a separar mediante técnicas inmunomagnéticas (Miltenyi, MACS) las poblaciones
leucocitarias en linfocitos T citotdxicos (CD3, CD8) y células NK (CD16). En cada una de las
poblaciones separadas se estudiara la funcionalidad de la via de sefializacién receptor beta-2 - proteina
G - adenilato-ciclasa mediante la producciéon de AMPc en respuesta a un agonista beta-2 adrenérgico en
presencia y en ausencia de propranolol (método desarrollado por nuestro grupo). En esta muestras se
cuantificard la expresion de los receptores beta-adrenérgicos mediante la cuantificacion del ARN
mensajero.

La alicuota de plasma se usard para la determinacién de las concentraciones de catecolaminas
plasmaticas (adrenalina, noradrenalina y dopamina; medidas mediante ELISA: kit 3CAT-Research
ELISA de LDN), de la actividad de la enzima dopamina-beta-hidroxilasa (DBH), de la presencia de
fragmentos bacterianos de ADN circulantes y su posterior secuenciacion (Los extractos de ADN seran
amplificados mediante PCR de amplio espectro seguida de secuenciacion parcial de una region
conservada del gen 16S ribosomal siguiendo metodologia previamente descrita por nuestro grupo),
lipopolisacarido (LPS), oxido nitrico, citoquinas pro y anti-inflamatorias y pro-fibrogénicas (IL-12,
TNF-alfa, IFN-gamma, IL-10, IL-8, IL-6, TGF beta) y el factor de crecimiento endotelial vascular que
se medirdn mediante Kits de Elisa comerciales.

Ademés de las variables experimentales coincidiendo con la obtencion de la muestra plasmatica se
obtendra de la historia clinica de cada paciente las siguientes variables:

a) Datos demogréficos, clinicos y analiticos del paciente: edad actual, edad de entrada en el programa
de deteccion precoz del HCC, sexo, etiologia de la cirrosis, Child-Pugh actual, Child-Pugh en el
momento de la inclusion en el programa de deteccion precoz del HCC, Meld, antecedentes de ascitis,



encefalopatia y sangrado gastrointestinal, toma de beta-blogueantes no selectivos, toma de norfloxacino
o rifaximina para DIS, toma de otros farmacos, bilirrubina, albimina, quick, INR, creatinina sérica, urea,
glucosa, sodio, potasio, GOT, GPT, GGT, Fosfatasa alcalina, colesterol, triglicéridos, plaquetas,
leucocitos, formula leucocitaria, hematies, hemoglobina, hematocrito, alfa-fetoproteina.

b) Datos hemodindmicos: Tension arterial sistolica, tension arterial diastdlica, tension arterial media,
frecuencia cardiaca.

¢) Resultados de otras pruebas gue se realicen durante el seguimiento (pruebas de imagen, biopsia, etc).

Tras cada visita se identificaré la presencia o no de HCC (aquellos pacientes a los que se diagnostique
de HCC finalizaran el estudio y su Ultima muestra seré la coincidente con el diagndstico del tumor).

Recogida de datos: Las variables anteriormente relacionadas seran recogidas por el investigador
principal o sus colaboradores en el cuaderno de recogida de datos (CRD) disefiado a tal efecto y que se
adjunta en el anexo. Se dispondra de 1 CRD para cada paciente. EI CRD y posterior procesamiento de
los datos para su andlisis sera identificado por un cddigo y disociado de los datos del paciente para
mantener la confidencialidad. La informacion del estudio sera tratada de acuerdo con lo establecido en
la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal.

Anadlisis de datos: Las variables cuantitativas se describiran como mediaxDS y las cualitativas como
frecuencias o porcentajes. Para el analisis las muestras de los pacientes se emparejaran en funcion del
tiempo del paciente en el programa de deteccién precoz de HCC de forma que la muestra 1 sera la
correspondiente a un paciente que lleve 6 0 menos meses en el programa, la 2 cuando lleve entre 6 y 12
meses en el programa y asi sucesivamente. En un seguimiento de 3 afios tendremos 6 puntos de corte o
de analisis. En cada punto de corte se realizard un andlisis de homogeneidad entre grupos de las variables
clinicas y demogréficas y en caso de existir diferencias significativas se procederd a realizar un analisis
de datos apareados en base a la puntuacion de propension.

Las diferencias entre grupos (HCC vs no HCC; presencia vs. ausencia de DNA bacteriano; tratamiento
con o sin beta-bloqueantes) se estudiardn mediante un test de ANOVA con correccidén para
comparaciones multiples en el caso de variables cuantitativas y mediante el test de la chi-cuadrado para
las variables cualitativas. Se explorard mediante analisis de correlacion las posibles asociaciones entre
las variables cuantitativas recogidas. En el caso de las variables experimentales que muestren diferencias
significativas entre alguno de los factores arriba indicados y/o correlaciones significativas con variables
demogréficas o entre ellas, se realizara un analisis multivariante de covarianza con el objeto de explicar
la variabilidad y las posibles asociaciones de dichas variables. Todas las pruebas estadisticas seran de
dos colas, y se considerarén significativos los valores de p < 0,05. Se usara el software R para los andlisis.

Aspectos éticos del estudio: El estudio se sometera a aprobacion por el Comité Etico para la
Investigacion del Hospital General Universitario de Alicante

Limitaciones del estudio: El estudio es observacional, prospectivo, de inclusion secuencial de pacientes
y por tanto no esta exento de sesgos.

El sesgo de seleccion intentard controlarse tratando de proponer la participacion en el estudio a todos
los pacientes que cumplan los requisitos para entrar en el mismo. Para controlar la magnitud posible de
este sesgo se recogera el nimero de potenciales pacientes excluidos y las razones de dicha exclusion
(incluida la negativa a participar en el estudio).



El momento de la obtencion de las muestras y de la determinacion de los diferentes parametros puede
influir en la variabilidad de los resultados lo que se pretende controlar analizando los datos en funcién
del tiempo que cada paciente esté en el programa de deteccion de HCC.

La validez de las muestras de sangre para el estudio de las poblaciones linfocitarias es dependiente del
namero de células obtenido.

Resultados

Se incluyeron un total de 187 pacientes cirréticos (128 tratados con BB y 59 no tratados con BB). Las
caracteristicas de estos pacientes en el momento de su inclusion en el estudio se muestra en la tabla 1,
en la que se han resaltado en rojo las diferencias significativas entre los pacientes de ambos grupos que
muestran claramente que los pacientes tratados con BB con mas frecuencia tenian varices esofagicas,
menores cifras de plaquetas y albimina (indicativas de mayor presion portal) y recibian mas co-
medicaciones como inhibidores de la bomba de protones (IBP), diuréticos o estatinas. Estas diferencias
basales se controlaron mediante un pareamiento por puntaje de propensién como se habia previsto en el
protocolo del estudio. Tras dicho ajuste quedaron un total de 111 pacientes no tratados y 46 tratados con
BB.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

Variable No BB BB P
N 128 59

Edad 60,3 +9,6 61,4+89 0.477
Sexo (H/M) % 66/34 68/32 0.794
Etiologia (OH/OH+virus/virus/otras) % 40/10/34/16 36/16/30/18 0.238
Child-Pugh (A/B/C) % 81/15/4 73/22/5 0.501
Ascitis (No/Si) % 96/4 91/9 0.184
IBPs (No/Si) % 73127 58/42 0.031
Diureticos (No/Si) % 73127 53147 0.007
Estatinas (No/Si) % 89/11 78122 0.045
Metformina (No/Si) % 85/15 88/12 0.584
Varices (NolSi) % 55/45 34/66 0.006
Plaguetas 135 £ 62 113 + 58 0.028
Quick 79+ 18 74 £ 15 0.062
Albimina 3.8+05 3.5+x0.6 0.016




En total, se detectd fragmentos de ADN bacteriano en un 24% de los pacientes (37 pacientes) siendo
este porcentaje menor en los pacientes no tratados con BB (21%) que en los tratados con BB aunque
esta diferencia no alcanzo significacion estadistica (30%; p=0.202).

La actividad de los sistemas inmune y SNS presento diferencias entre los pacientes tratados y no tratados
con BBy también en funcién de la presencia o ausencia de ADN bacteriano circulante en sangre. En la
tabla 2 se aprecia como el TNF-alfa aumentd en respuesta a la presencia de ADN bacteriano
independientemente del tratamiento con BB. Por otro lado, las concentraciones de TGF-beta 1 estaban
significativamente reducidas en los pacientes tratados con BB independientemente de la presencia o
ausencia de ADN bacteriano. Entre los pacientes no tratados con BB las concentraciones de
noradrenalina no se incrementaron en respuesta a la presencia de ADN bacteriano con la misma
intensidad que la observada entre los pacientes tratados con estos farmacos.

En conjunto estos datos muestran que el bloqueo crénico de la activacion del SNS (medida por las
concentraciones de noradrenalina) por los farmacos BB modifica la respuesta inmune que se produce
en los pacientes cirréticos en respuesta a la presencia de PAMPs como el ADN bacteriano (aumento de
TNF-alfa). Ademas, el tratamiento con BB se asocia a concentraciones menores de TGF-betal, un
conocido factor pro-fibrogénico y modulador de los procesos tumorales.

Tabla 2. Concentraciones de citoquinas y catecolaminas que fueron diferentes en funciéon del
tratamiento con BB y la presencia o ausencia de ADN bacteriano

Pacientes no tratados con BB (N=111) Pacientes tratados con BB (N=46)
TNF-alfa TGF-betal | Noradrenalina | TNF-alfa | TGF-betal | Noradrenalina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
ADN 0.92+0.42 7831437 765+735 0.99+0.43 | 596+308 & 763+590
bacteriano
NO
ADN 1.03+0.37 * 846+803 592+341 * 1.30+0.70* | 6144394 & 13654639 *&
bacteriano
Sl

Datos son mediatds. * p < 0,05 vs ADN bacteriano NO; & p < 0,05 vs pacientes no tratados con BB.



Las menores concentraciones plasmaticas de TGF-beta 1 observadas en los pacientes tratados con
BB se acomparfaron de una menor cantidad de células NKT circulantes que la observada en los
pacientes no tratados con BB (124124 vs. 49+10; p=0,046), sin que se produjeran diferencias
significativas en las cifras de células NK (237+26 vs. 262+51; p=0,64) como se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Numero de células NK y NKT en pacientes cirroticos tratados y no tratados con beta-
bloqueantes no selectivos (BB).

Esta reduccion en las concentraciones de TGF-beta 1y en las cifras de células NKT circulantes en los
pacientes tratados con BB no se relacionaron de forma estadisticamente significativa ni con las variables
clinicas y/o demogréficas estudiadas, ni con las variables de inflamacién medidas (citoquinas, 6xido
nitrico, Ips) ni con las variables indicativas de la actividad del SNS (concentraciones de catecolaminas,
concentraciones intracelulares de AMP ciclico en respuesta al estimulo beta adrenérgico o la expresion
(ARNmM) de los receptores adrenérgicos) lo que apunta a un mecanismo de accion de los farmacos BB
sobre las células inmunes circulantes distinto al bloqueo de los receptores beta.

Los pacientes se han seguido una mediana de 834 dias [min=12; max=1127], periodo durante el cual
fallecieron 14 pacientes. La proporcion de pacientes tratados con BB que fallecieron (8; 17%) fue mayor
gue la observada en los pacientes no tratados con BB (6; 5.4%) lo que puede explicarse por un mayor
grado de hipertensién portal y mayor riesgo de descompensacion y sangrado por varices. Por el contrario
desarrollaron HCC en mayor nimero los pacientes no tratados con BB. Concretamente, desarrollaron
HCC un total de 9 pacientes (mediana de tiempo hasta el desarrollo del HCC de 819 dias [min=448;
max=885], 7 no tratados con BB (6.3%) y 2 tratados con estos farmacos (4.3%; p=0.479).
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Los 9 pacientes que desarrollaron HCC tenian desde el momento de su inclusion en el estudio
concentraciones de TGF-beta 1 y cifras de células NKT significativamente menores que los mostrados
por los pacientes que a lo largo de su seguimiento no desarrollaron un HCC como se aprecia en la figura
4.
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Figura 4. Concentraciones de TGF-beta 1 y nimero de células NKT en pacientes cirréticos en el
momento de su inclusion en el estudio en funcién del desarrollo o no de un HCC durante los dos afios
de seguimiento.
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Durante los 2 afios de seguimiento de los pacientes se pudo constatar que las concentraciones de TGF-
betal permanecian significativamente reducidas en los pacientes tratados con farmacos beta-
blogueantes como se aprecia en la Figura 5. Las cifras de células NKT circulantes se mantuvieron
igualmente bajas durante el estudio en los pacientes que finalmente desarrollaron HCC.
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Figura 5. Concentraciones plasmaticas de TGF-beta 1 a lo largo del tiempo en pacientes cirrdticos
tratados y no tratados con beta-blogueantes no selectivos.
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Conclusiones y direcciones futuras

Los pacientes cirroticos tratados con farmacos BB de forma crénica desarrollan un menor niumero de
HCC que los pacientes no tratados con estos farmacos a pesar de un grado mas avanzado de
hipertension portal. Los farmacos BB modulan en estos pacientes la respuesta del SNS
(concentraciones de noradrenalina) a la presencia en sangre de PAMPs como el ADN bacteriano lo
gue puede relacionarse con cambios en la regulacion de la respuesta inmune. Por otro lado y sin una
relacion clara con otras variables indicativas de la actividad de los sistemas inmune y SNS, el
tratamiento con estos farmacos se relaciona con menores concentraciones plasmaticas de TGF-beta 1
y un menor nimero de células NKT circulantes y estos efectos se mantienen en el tiempo mientras
perdura el tratamiento beta-bloqueante.

Los pacientes que durante el seguimiento desarrollan un HCC tienen también crénicamente cifras
menores de TGF-beta 1 y de células NKT circulantes. Esta Ultima observacion es dificil de interpretar
puesto que solo 2 de los 9 HCC que se desarrollaron estaban en tratamiento con BB por lo que nuestro
grupo contindia con el seguimiento de los pacientes para detectar nuevos HCC entre los tratados y los
no tratados con BB y poder analizar el efecto de estos farmacos sobre el TGF-beta 1y las células NKT
antes del desarrollo del HCC.

En conclusion, nuestros resultados muestran un efecto distintivo de los farmacos BB sobre las
concentraciones de TGF-beta 1 y el nimero de células NKT circulantes, factores alterados en los
pacientes que posteriormente desarrollan un HCC. El efecto de los BB sobre TGF-beta 1 y células NKT
podria corresponder a un mecanismo nuevo distinto al efecto de bloqueo beta-adrenérgico.

Nuestro objetivo es analizar en futuros estudios este mecanismo y estudiar si estos cambios que hemos
descrito a nivel sistémico se dan también a nivel hepéatico e influyen en el desarrollo del HCC para lo
que precisamos recurrir a modelos experimentales celulares y animales.
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