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Cmax: concentracion maxima de farmaco.

CO,: dioxido de carbono.

Cols: colaboradores.

C-terminal: extremo carboxi terminal.

Cu?*: catién cobre (I1).

CV: coeficiente de variacion.

Cys: cisteina.

DBH: dopamina beta hidroxilasa.

Ds: desviacion estandar.

EDTA: etilendiamina tetraacético.

EH: estudio hemodinamico.

EPO: eritropoyetina.

FA: fosfatasa alcalina.

FC: frecuencia cardiaca.

fmol: femtomoles.

G: guanina.



GC: gasto cardiaco.

Gi: proteina G inhibidora.

GlIn: glutamina.

Glu: acido glutamico o glutamato.

Gly: glicina.

GPCR: receptor acoplado a proteina G.

GPVH: gradiente de presion venoso portal.
GRK: kinasa del receptor acoplado a proteina G.
Gs: proteina G estimuladora.

GTP: guanosin trifosfato.

H: hormona.

H,0: agua.

HTP: hipertension portal.

IBMX: isobutil metil xantina.

IC: intervalo de confianza.

ISMN: mononitrato de isosorbide.

ISO: isoproterenol.

iv: intravenoso.

K: constante de equilibrio del receptor en reposo.
K*: constante de equilibrio del receptor “activado”.
K™: cation potasio.

Kb: kilobases.

L: litro.

M: molar.

Mg #*: catién magnesio en forma de cloruro de magnesio (I1).
min: minutos.

ml: mililitro.

mM: milimolar.

mmHg: milimetros de mercurio.

mS: milisiemens.

Mn?*: catién manganeso en forma de cloruro de manganeso (I1).
NA: noradrenalina.

Na’: sodio

NaCl: cloruro sédico.

nm: nanométros.

nmol: nanomoles.

NS: no significativo.

°C: grados centigrados.

p: densidad.

PAD: presion arterial diastolica.

PAM: presion arterial media.

PAS: presion arterial sistdlica.

PDEs: fosfodiesterasas.

PE: presion enclavada.

pg: picogramo.

pH: potencial de hidrogeniones.

Phe: fenilalanina.

PKA: fosfokinasa A.

PKC: fosfokinasa C.

PL: presion libre.



PLC: fosfolipasa C.

pmol: picomol.

PNMT: fenil etanolamina N-metiltransferasa.
PPi: pirofosfato inorganico.

Pi: fosfato inorgéanico.

Q: flujo sanguineo dentro del sistema venoso portal.
R: receptor de membrana.

Rv: resistencia del sistema venoso portal.
R*: receptor activado.

s: segundos.

SAM: S-adenosilmetionina.

Ser: serina.

SNA: sistema nervioso adrenérgico.

SNC: sistema nervioso central.

SNIP: polimorfismo de un Gnico nucleétido.
SNS: sistema nervioso simpatico.

T: timina.

Ta2: semivida de eliminacion.

Thr: treonina.

TIPS: shunt transyugular intrahepatico.
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa..
UA: unidades de absorbancia.

Ul: unidades internacionales.

VC: vasoconstriccion.

VD: vasodilatacion.
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Introduccion

1. INTRODUCCION GENERAL.:

El trabajo cuya memoria se presenta es un estudio de la funcionalidad de los
receptores 3, adrenérgicos en hematies de pacientes cirrdticos con hipertension portal y
varices esofégicas. Se evalla si existen cambios en la funcion de dichos receptores en
pacientes cirrdticos respecto a la funcionalidad en voluntarios sanos, y si los cambios
guardan alguna relacion con la respuesta al tratamiento preventivo del sangrado por
varices esofégicas con antagonistas -adrenérgicos no selectivos. En esta introduccion
se detalla el funcionamiento y caracteristicas del sistema nervioso adrenérgico (SNA), el
receptor B y el hematie como modelo de trabajo, haciendo un énfasis especial sobre lo
que acontece en estos pacientes.

2. SISTEMA NERVIOSO ADRENERGICO (SNA):

El SNA juega un papel fundamental en la regulacién homeostatica de una gran
variedad de funciones fisioldgicas, como la frecuencia y la fuerza de las contracciones
cardiacas, el tono vascular, la presion arterial, el tono de las vias aéreas bronquiales, el
metabolismo de los hidratos de carbono y acidos grasos, la liberacion de hormonas
(insulina, hormonas hipofisarias), la afectividad, el apetito, la conducta sexual, la
actividad psicomotora, y en general, todos los mecanismos implicados en las reacciones
de miedo, defensa y huida (Hoffman y Taylor, 2003).

La multitud de cambios fisiolégicos y metabolicos que siguen a la estimulacion
de los nervios simpéticos de los mamiferos ocurre normalmente en respuesta a la
actividad fisica forzada, el estrés, las reacciones alérgicas generalizadas y otras
situaciones en que el organismo es provocado (Weiner, 1985), y estd mediada por la
liberacion de los neurotransmisores adrenérgicos, que son catecolaminas: noradrenalina
(NA) y adrenalina (A), desde las terminaciones nerviosas.

La adrenalina sélo cumple un papel de neurotransmisor en el Sistema Nervioso
Central (SNC), mientras que en la periferia Unicamente se ha descrito su funcién como
hormona, ya que es secretada por las células cromafines de la médula suprarrenal, desde
donde pasa a la circulacion sistémica para ejercer diversas funciones adrenérgicas en
tejidos periféricos. Esta adrenalina secretada por la médula suprarrenal no actla
directamente en el SNC, dado que las catecolaminas no atraviesan la barrera
hematoencefélica.

Los efectos de estos neurotransmisores van a depender de los tipos de receptores
adrenérgicos que existan en cada tejido, de sus densidades relativas, de su localizacion
en los distintos tipos celulares, de su localizacion en la sinapsis (pre- o post- sinaptica) y
de la capacidad del neurotransmisor para estimularlos. Asi, la adrenalina estimula
preferentemente los adrenoceptores o (a1 Y o2), B1 Y B2, mientras que la noradrenalina
estimula en condiciones normales los adrenoceptores o (o1 Y a2), B1 Y B3 (Russel y
Moran, 1980; Minneman y cols, 1981; Bryan y cols, 1981; Lefkowitz y cols, 1983,
Bylund y cols, 1994; Hoffman y Taylor, 2003).

Existe otra catecolamina natural, la dopamina, que se encuentra sobre todo en
los ganglios de la base y otras localizaciones del SNC, aunque también se ha encontrado
en la periferia (Weiner, 1985).

En general, cada neurotransmisor va a ejercer su accion dependiendo del tipo de
receptor y nimero de ellos que haya en un tejido determinado. Revisaremos, por tanto,
en profundidad, el concepto de receptor y los tipos de adrenoceptores conocidos.
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3. LOS RECEPTORES ADRENERGICOS
(ADRENOCEPTORES):

3.1. INTRODUCCION:

3.1.1. Concepto de adrenoceptor:

Un receptor es una entidad que reconoce y se une especificamente a un ligando
(molécula) determinado (Levitzki, 1984; Ross y Kenakin, 2003), iniciando asi la accion
de dicho ligando. Més especificamente, un adrenoceptor es el lugar de la membrana
celular donde se unen la noradrenalina y adrenalina para ejercer sus efectos como
neurotransmisores y hormonas (Guimaraes y cols, 2001).

El receptor constituye una entidad molecular compleja y dinamica que tiene la
capacidad de alterar su conformacion y estd dotado de movilidad hacia fuera, hacia
dentro y a través de la membrana celular pudiendo penetrar en el citosol. Los receptores
son macromoléculas de naturaleza proteica, asociada a veces a radicales lipidicos o
hidrocarbonados, que se encuentran localizadas en un gran nimero en las membranas
externas de las células, en el citoplasma, o incluso en el ndcleo celular. Su funcién
esencial es la de iniciar complejos fendmenos intracelulares (Pazos, 2003), como:

o Modificaciones idnicas que repercuten en cambios de potencial y en el
movimiento de iones a traves de la membrana celular con sus consecuencias
bioeléctricas y metabdlicas.

« Modificaciones de la actividad de multiples enzimas, lo que se traduce en
cambios en el metabolismo de proteinas, hidratos de carbono, lipidos,
sintesis de &cidos nucleicos, etc..

« Modificaciones en la estructura de proteinas, que daran origen a cambios
funcionales de la célula.

Para poder llevar a cabo todo este conjunto de reacciones, los receptores estan ligados a:

o Estructuras de membrana que se comportan como ion6foros o canales
ionicos.

o Estructuras (enzimas) capaces de mediar transformaciones basicas tales
como: fosforilacion, metilacion y la glicosilacidn de proteinas.

e Estructuras capaces de iniciar a nivel de membrana modificaciones
profundas en los lipidos tales como los fosfoinositoles o la
fosfatidiletanolamina.

o Estructuras intracelulares asociadas a la iniciacion o ejecucion de procesos
metabolicos diversos.

3.1.2. Clasificacién y evolucion de los adrenoceptores:

La existencia de multiples tipos de receptores adrenérgicos fue sugerida por
primera vez por Dale (1906) en el sistema cardiovascular, demostrando que la mayor
parte de los efectos excitatorios desencadenados por la estimulacion de nervios
simpaticos, pero no los inhibitorios, eran antagonizados por los alcaloides del
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cornezuelo de centeno, lo que sugeria que los efectos de la activacion simpatica se
debian a la presencia de dos tipos de receptores, unos de tipo excitatorio y otros
inhibitorios.

Ahlquist (1948), observo dos patrones distintos en la capacidad de los agonistas
simpaticomiméticos para provocar una respuesta farmacologica en distintos érganos y
propuso la divisién de los adrenoceptores en dos tipos, alfa (o) y beta (B). Esto fue
confirmado posteriormente por la identificacion de los antagonistas selectivos,
fentolamina y ergotamina para los a-adrenoceptores (Powell y Slater, 1958) y del
propranolol para los B-adrenoceptores (Black y cols, 1964).

Posteriormente, el estudio de la potencia relativa de los distintos agonistas, y el
desarrollo de agonistas y antagonistas selectivos permitid subclasificar los receptores 3
en B; (muy abundante en el masculo cardiaco) y B, (muy abundante en el muasculo liso
vascular y bronquial) (Lands y cols, 1967; Kirpekar y cols, 1971; Langer y cols, 1971,
Starke, 1971).

Arch y cols (1984) trabajando con adipocitos marrones de rata encontraron un
nuevo grupo de receptores B-adrenérgicos que no cumplian los criterios clasicos de los
receptores [31/P,. Posteriormente otros autores han apoyado estos datos (Bojanic y cols,
1985). Finalmente Emorine y cols (1989) caracterizaron molecularmente este nuevo
receptor al que denominaron P3. Este receptor que se habia localizado en adipocitos de
rata, también se ha encontrado en vasos sanguineos donde media vasodilatacion (Rohrer
y cols, 1999). En la actualidad hay indicios de la existencia de un posible B4~
adrenoceptor en tejido adiposo marrdn, puesto que algunas observaciones no pueden
explicarse totalmente por la existencia solo de B1, B2 y B3 (Guimaraes y cols, 2001). Los
tres (o cuatro) subtipos de B-adrenoceptores pueden ser activados por noradrenalina y
adrenalina. Sin embargo, en contraste con los a-adrenoceptores, las catecolaminas
enddgenas poseen diferente afinidad por los subtipos B. Asi pues, la primera distincion
entre B1y B2 es la potencia relativa de adrenalina y noradrenalina para estimularles,
siendo equipotentes para estimular el B;-adrenoceptor pero méas potente la adrenalina
para estimular el receptor B, (Minneman y cols, 1981). Noradrenalina es méas potente
que adrenalina como agonista Bs-adrenérgico. La catecolamina sintética, isoproterenol,
es un agonista potente de los 3 subtipos de adrenoceptores 3, pero no estimula de modo
eficaz los adrenoceptores o. Propranolol y sus diferentes anadlogos actian como
antagonistas tanto de los receptores B; como de los (.. Posteriormente, se han
identificado antagonistas sintéticos selectivos para los Pj-adrenoceptores como el
metoprolol, practolol, atenolol, betaxolol, esmolol y acebutolol. Entre los agonistas 3,
sintéticos cabe sefialar la terbutalina, salbutamol, salmeterol y zinterol y entre los
antagonistas selectivos [, hay que incluir la butoxamina y el ICl 118551(IlUPHAR,
1998; Hoffman y cols, 2003; Garcia Sevillay Meana, 2003).

La existencia de diferentes subtipos de o-adrenoceptores se hizo evidente a
partir de los resultados de Starke y cols (1971) que demostraron que la activacion de los
o-adrenoceptores pre- y postsinapticos depende de las potencias relativas de los
distintos agonistas: bajas concentraciones de clonidina y oximetazolina activan
selectivamente los «-adrenoceptores presindpticos, mientras que fenilefrina y
metoxamina activan selectivamente los a-adrenoceptores postsinapticos. De forma
similar, la potencia relativa de los antagonistas apoyaba esta diferenciacion:
fenoxibenzamina fue 30 veces mas potente en el bloqueo postsinaptico (Dubocovich y
Langer, 1974) mientras que yohimbina bloqueaba preferencialmente los o-
adrenoceptores presinapticos. Langer (1974) sugirid que los a-adrenoceptores que
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median la respuesta de los drganos efectores se denominasen o y aquellos que median
una reduccion en la liberacion del transmisor durante la estimulacion del nervio, o, En
la actualidad se conocen distintos subtipos de cada uno de estos receptores o
(Guimardées y cols, 2001).

En la tabla 1 se muestra una clasificacion de los receptores adrenérgicos
conocidos hasta la fecha.
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Localizacion Agonistas selectivos Antagonistas
Tipo Subtipo cromosoma Potencia Localizacion Efecto selegctivos Potencia antagonistas 2° mensajero y efectores
humano
Alfa A= NA>>ISO
adrenérgicos
257 8 : Contraccion del Gtero -
o 5 Ojo Midriasis AG 1603 SNAP 5089 Prazosina (pA; 9-10) Activacion PL via Gp/q y provoca
o Esfinter - ’ Fenilefrina REC 152739 (+)-niguldipina (pA;9.5-10.5) 24y s
p 20 gastrointestinal y Contraccion esfinter RS 17053 BMY 7378 (pA, 8.0) 7 entrada de Ca?" al interior celular
au? ; urinario Gluconeogénesis BMY 7378 o
Higado SKF 105854
. Vi triccio i i i Lo . P
Vasos sanguineos ! asoconstriceion O><|met_azollna (par(_:|a|) Yohimbina Prazosina (Kb 460- 1660 nM) Descenso AMPc via Gi y provoca
dza 10 Péncreas fﬁ%frigi%?] 'geSL:\IIIRa a-metilnoradrenalina Idazoxan Yohimbina (Kb 5.6 nM) disminucién de la actividad de
o (o7 2 Ganglios simpaticos 1 ., UK 14304 " Imiloxan Rauwolscina (Kb 6.6- 15 nM) canales de Ca®* (LyN)viaGoy
e 4 Plaguetas zlalgregat:lpn Desmedetomidina BRL 44408 BRL 44408 (Kb 8.3-12nM) | aumento de la actividad de canales
Autoreceptores plaquetaria Clonidina BRL 48962 Fentolamina (Kb 2.3-34 nM) de K* via Gi.
Beta
adrenérgicos
Atenolol
. Atenolol (pA; 7.6)
QUL 1 cronotropismo ?ﬁ#gg,‘é}a l\;é?gt%?él Bisopronol (pA;7.5)
By 10 1SO>A= NA s 71 inotropismo s Igop Betaxolol (pA;8.5) T AMPc via Gs
Rifién 1 . ( Denopamina Bisopronol
secreccion renina TO 509 Betaxolol Practolol (pA; 6.5)
CGP 20712 A CGP 20712 A (pA,9.6)
. Vasodilatador Fenoterol
- e g ™odilggitor Salbytanal Butoxamina IC1 118851 (pA; 9.3)
B, 5 ISO>A>>NA Utgro Uteroinhibidor Formoterol 11 118551 PA2 3. T AMPc via Gs
Higado Glucogenolisis Terbutalina
9 Gluconeogénesis Salmeterol
BRL 37344 IC1 118551 (pKb 5.9)
Ba 8 1SO = NA>A Adipocitos Lipolisis CGP 12177 SR 59230 A SR 52930 (pKb 8.2-8.8) T AMPc via Gs
CL 316243 (-)-bupranolol (pA, 550)
Ba? - 37344>ISO>NA Tejido cardiaco T Gasto cardiaco - Bupranolol Bupranolol>CGP 207012 A T AMPc via Gs

Tabla 1. Clasificacion de los receptores adrenérgicos: (IUPHAR, 1998; Garcia-Sevilla y Meana, 2003 y Hoffman, 2003). A: adrenalina; NA: noradrenalina; 1SO:
isopreterenol; PL: fosfolipasa (A, C, D); AMPc: adenosin monofosfato ciclico; Gp/q: proteina G perteneciente a la familia Gg. Gi/o: proteina G inhibidora. Gs: proteina G
estimuladora. pA,: logaritmo negativo en base 10 de la concentracién molar de antagonista cuya presencia obliga a doblar la concentracién de agonista necesaria para alcanzar
la respuesta original maxima. Kb: constante del equilibrio de disociacion de la combinacién de un antagonista competitivo reversible con el receptor. pKb: logaritmo negativo
de la constante de equilibrio de la combinacion del antagonista competitivo reversible con el sitio de unidn. pKb y pA;, coincidiran solo si la pendiente es 1.
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3.2. ESTRUCTURA DEL RECEPTOR S-ADRENERGICO:

Tanto en estructura como en funcién los receptores adrenérgicos se relacionan
con los receptores de gran variedad de hormonas y neurotransmisores que se acoplan a
proteinas G (Lefkowitz, 2000).

Dada la baja concentracion de los receptores [-adrenérgicos en las membranas
celulares (50-500 fmol/mg de proteina), se requiere habitualmente una purificacion de
hasta 100.000 veces para aislarlos de forma homogénea (Cerione y cols, 1983). La
cromatografia de afinidad unida a los métodos tradicionales ha contribuido a mejorar
dicho aislamiento (Shorr, 1981). En 1986 se di6 un paso importante en este campo
cuando Dixon y cols, clonaron el gen y el ADN complementario (ADNCc) responsables
de la sintesis del receptor B-adrenérgico del mamifero (purificado a partir del pulmon de
hamster). De esta forma, conociendo la secuencia de aminoécidos del B-adrenoceptor,
observaron la extraordinaria homologia en cuanto a secuencia y disposicion
tridimensional con la molécula rodopsina. En Octubre de ese mismo afio, Kubo y cols
clonaron y analizaron la secuencia del ADNc del receptor muscarinico en el cerdo
mostrando nuevamente una gran homologia con el receptor B-adrenérgico y la
rodopsina en cuanto a la secuencia de aminodacidos, por lo que se propuso la existencia
de una estructura tipo de todos los receptores acoplados a proteinas G. Todos los
receptores B-adrenérgicos poseen un patron estructural comun (Levitzki, 1988; Bohm y
cols, 1997; Hoffman y Taylor, 2003 y Garcia-Sevilla y Meana, 2003):

1. Contienen 7 a-hélices hidrofobicas transmembrana de 22-24 residuos cada una,
conectadas por tres bucles extracelulares y tres intracelulares. La region de la
molécula que se acopla a la proteina G es la tercera asa citoplasmatica
La region amino-terminal posee 2 sitios propios de N-glicosilacion.

3. La region carboxi-terminal contiene varios residuos de serina y de treonina, que
son los lugares claves para que se lleve a cabo la fosforilacion de estas
moléculas receptoras (Homcy y cols, 1991). Se ha barajado que el motivo de
dileucina del extremo C-terminal podria estar implicado en la internalizacion
inducida por los agonistas del receptor 3, adrenérgico (Gabilondo y cols, 1997).

4. Ejercen su accién mediante la unién a un tipo de proteinas llamadas proteina G.

5. Estimulan al efector (la adenilato ciclasa) por interaccion con la subunidad
estimuladora de la proteina Gs.

6. En la unién del agonista (ligando) al receptor es fundamental el aminoécido
AspllS'

A continuacion se muestra una representacion de un receptor B-adrenérgico tipo

(figura 1):

N
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Figura 1. Esquema de un receptor 3-adrenérgico tipo (Garcia-Sevilla y Meana, 2003).

3.3. FUNCIONAMIENTO DE LOS RECEPTORES S
ADRENERGICOS:

Mediante estudios dinamicos se ha visto que el receptor [B-adrenérgico
propiamente dicho esta fijado al citoesqueleto de la membrana, y que sus agonistas
provocan la pérdida de esta fijacion (Cherskey, 1984). Cuando el agonista se une a la
unidad receptora se pone en marcha un proceso de metilaciones que aumenta la fluidez
de la membrana en el entorno del receptor (Hirata y cols, 1979). Cerione y cols en 1983
consiguieron insertar receptores B-adrenérgicos, purificados de distintas fuentes, en
vesiculas de fosfolipidos, y posteriormente fusionaron éstas con células que carecian de
dichos receptores; de esta manera lograron transferir la capacidad de respuesta a los
agonistas B-adrenérgicos de las células de las que se purificaron los receptores. Estos
experimentos permitieron concluir que los receptores B-adrenérgicos contienen tanto el
lugar de union a los agonistas como el sitio que interacciona con la unidad catalitica,
presumiblemente a través de una proteina G reguladora.

El funcionamiento del sistema receptor 3-adrenérgico de un modo esquematico
es el siguiente (Rodbell, 1980) (figura 2): el receptor de membrana (R) reconoce con
una elevada especificidad al agonista o a la hormona (H); la union del ligando al
receptor, activa al receptor (R*), el cual y como consecuencia de ello interacciona con
una proteina G reguladora, que posee la capacidad de unirse a los nucleétidos de
guanina. La proteina G se activa, iniciandose de esta forma una secuencia de reacciones
que finalmente activan a la unidad catalitica efectora que es la enzima adenilato ciclasa
(AC); ésta cataliza el metabolismo de ATP a AMPc (Davoren y Sutherland, 1963), que

funcionaria como segundo mensajero (Sutherland y cols, 1965).
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Figura 2. Funcionamiento del sistema receptor B-adrenérgico. R: receptor acoplado a proteina G; GDP:
guanosin difosfato; GTP: guanosin trifosfato; AC: adenilato ciclasa; ATP: adenosin trifosfato; cCAMP:
adenosin monofosfato ciclico; PPi: fosfato inorganico; o.: subunidad alfa de la proteina G; B: subunidad
beta de la proteina G; y: subunidad gamma de la proteina G.

A continuacion expondré con detalle cada uno de estos procesos.

3.4. ACOPLAMIENTO DEL AGONISTA CON LA PROTEINA
RECEPTORA:

El receptor B-adrenérgico se halla localizado en la membrana celular (Davoren y
Sutherland, 1963), concretamente en su superficie y orientado hacia el espacio
extracelular (Venter, 1981). La concentracion de receptores en la mayoria de los tejidos
est4 en el rango de fmoles/mg de tejido (10™*% a 10® M) (Levitzki, 1984).

El efecto que produce el agonista sobre el sistema receptor -
adrenérgico/adenilato ciclasa no se explica en base a una reaccién de difusion molecular
controlada, sino a la verdadera unién a la molécula receptora (Venter, 1981; Levitzki,
1986).

Los 2 requisitos basicos de un receptor farmacologico son la afinidad elevada
por “su” farmaco, con el que se fija aln en presencia de una concentracion muy pequefia
de dicho farmaco, y la especificidad gracias a la cual puede discriminar a una molécula
de otra, aun cuando sean parecidas.

La afinidad se debe a la formacion de enlaces entre farmaco y receptor; el mas
frecuente es el idnico, pero puede reforzarse con otros enlaces: fuerzas de van der
Waals, puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas. Excepcionalmente se pueden
formar enlaces covalentes que son los mas firmes y que suelen originar interacciones
irreversibles. Generalmente la fijacion de un farmaco a su receptor es de caracter
reversible, sobre todo si el farmaco es un agonista. La afinidad de un farmaco por su
receptor tiene que ser grande, con valores acordes con los rangos de concentracion
alcanzados por ese farmaco en la biofase. Muy pocos agonistas 3, han mostrado tener
mas afinidad que el isoproterenol y de hecho, algunos como el salbutamol tienen
relativamente poca afinidad por los 3, adrenoceptores (Johnson, 1998).
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La unién del farmaco agonista al receptor [B-adrenérgico conduce a cambios
conformacionales en los dominios transmembrana 111 y VI del adrenoceptor 3 (Gether y
cols, 1997) que conllevan por una parte la consiguiente activacion de la proteina G, y
por otra, la liberacion del agonista de su union al receptor. Mediante estudios de
mutagénesis dirigida y el analisis de un gran nimero de ligandos, se han identificado
diferentes residuos de aminoacidos de gran relevancia en la unién del agonista al sitio
activo del receptor p-adrenérgico. Cabe destacar el Aspartato (Asp)-residuo 113
(contado desde la regidn extracelular o N-terminal) del tercer dominio; dos residuos de
serinas (Ser), 204 y 207 situadas en el quinto dominio, y dos fenilalaninas (Phe), 259 y
290, en el sexto dominio. Se ha postulado que Aspll13 se une al nitrégeno de la
molécula agonista del receptor (3, mientras que los dos residuos de Ser interacttan con
los grupos hidroxilos del anillo de fenilo. También existen otros residuos importantes
como Asp39, en el segundo dominio, treonina (Thr)164, Aspl117 en el dominio tercero,
Ser169 en el dominio cuarto, Ser209/212 en el dominio quinto y Phe309 en el dominio
sexto. Wieland y cols (1996) mostraron también la implicacion de Asn293 en el
reconocimiento estereoespecifico del agonista y en la activacion del receptor .

En la figura 3 se muestra un esquema del reconocimiento espacial de la
adrenalina por el receptor -adrenérgico.

Figura 3. Reconocimiento espacial de la adrenalina por el receptor B,-adrenérgico (Garcia-Sevilla y
Meana, 2003).

Los antagonistas no interactian exactamente con los mismos aminoacidos que
los agonistas en su unidn al receptor -adrenérgico. Parece que, aunque los antagonistas
probablemente se unan a Aspl13 y Asp79, no interactian con los dos residuos de Ser
del quinto dominio pero si con asparragina (Asn)312 en el dominio siete (Strader, 1989;
Strader y cols, 1994; Johnson, 1998).

La especificidad, es decir, la capacidad del receptor para diferenciar distintos
farmacos determina que sélo un tipo de farmaco se una de forma absolutamente eficaz a
un tipo de receptor. Esta selectividad requiere una estructura quimica espacial adecuada
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para la union, lo que llevo a la comparacion de la interaccion farmaco-receptor con la
unién llave-cerradura, en la cual el farmaco seria la llave y el receptor la cerradura. Hoy
no podemos aceptar esta teoria por lo que tiene de estatica, ya que la interaccion entre
dos moléculas es algo dindmico que da lugar a un complejo con cambios
conformacionales de ambas como consecuencia de la existencia de fuerzas
intermoleculares. A pesar de que la teoria clésica estatica ha devenido en dindmica,
sigue siendo valido el concepto de especificidad estereoquimica que implica la
complementariedad entre farmaco y receptor.

Ademas de las propiedades de eficacia y especificidad, existe la de actividad
intrinseca que constituye una de las caracteristicas del complejo farmaco-receptor. Este
concepto deriva de la observacion de que un mismo agonista actuando sobre el mismo
receptor, en un tejido actia como un agonista completo, generando una respuesta
elevada, mientras que en otros tejidos la respuesta es muy inferior y no se consigue la
activacion optima del sistema acoplado al receptor (Kenakin, 1993). Para tratar de
explicar este hecho se ha propuesto como punto de partida el sencillo esquema conocido
como modelo de los dos estados (Colquhoum, 1973 y Leff, 1995) en el que se pretende
explicar el fendbmeno de la actividad intrinseca por diferencias en la funcion de
transduccion y en la densidad de receptores entre tejidos. Un esquema de cdmo operaria
este modelo se muestra en la figura 4:
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Figura 4. Esquema del modelo de los 2 estados (Rang y cols, 2000).
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El modelo propone que el receptor puede existir en dos estados, “en reposo” (R)
y “activado” (R*), cada uno de los cuales puede fijar una molécula del farmaco con
constantes de equilibrio K y K*, respectivamente. Un cambio en el equilibrio ente estos
dos estados a favor de R* inicia la respuesta. Normalmente, cuando el ligando no esta
presente, el equilibrio favorece el estado de reposo. Para que la fijacion de una molécula
cambie el equilibrio a favor de R* (en otras palabras, para que un farmaco sea agonista),
la condicion necesaria es que el farmaco tenga una afinidad mas alta para R* que para R
(K>K*). A mayor relacion K/K*, mayor eficacia del farmaco. Si K = K*, la fijacién no
alterara el equilibrio conformacional y el farmaco sera un antagonista competitivo puro.
Indudablemente, este modelo es demasiado simple y no explicaria el comportamiento de
los receptores que actdan a través de procesos de transduccion més complejos (Kenakin,
1993).

3.5. ACOPLAMIENTO DEL RECEPTOR AB-ADRENERGICO CON
LA PROTEINA G:

Las proteinas G son componentes esenciales de los procesos de transduccion de
las sefiales de muchos receptores unidos a la membrana (adrenérgicos, acetilcolina
(Ach), histamina), como pusieron de manifiesto los trabajos de Rodbell a finales de
1969 y principios de 1970 y posteriormente de Gilman.

Rodbell y Birnbaumer, estudiando el sistema de adenilato ciclasa de células
grasas y de membranas hepaticas, observaron que cada sistema parecia contener
distintos tipos de receptor acoplados a una ciclasa catalitica comun (Birnbaumer y
Rodbell, 1969). En 1970 postularon la existencia de una proteina intermedia
“transductora” que actuase de eslabon entre el receptor hormonal y el amplificador. Para
encontrar este transductor, analizaron la respuesta de las membranas celulares a la
hormona glucagon. Sus experimentos demostraron que la guanosina trifosfato (GTP)
era necesaria para la transmision de informacion desde el receptor unido al glucagon
hasta la adenilato ciclasa. Aungque Rodbell y Birnbaumer no identificaron ni aislaron la
molécula transductora, probaron que existia, que era dependiente de GTP y que éste era
el rasgo caracteristico de todos los receptores que actian incrementando la actividad de
la AC. Ese transductor, como Rodbell y Birnbaumer correctamente dedujeron y Gilman
demostro (Ross y Gilman, 1977), es la proteina G heterotrimérica Gs, la cual se acopla
al receptor y activa la adenilato ciclasa.

Las proteinas G son proteinas compuestas por 3 subunidades: a, B, ¥ y. La
subunidad o contiene un sitio de union para nucleétidos de guanina, y, en el estado no
activado de esta subunidad, el GDP permanece unido a la misma. Mientras el GDP
permanece unido a la subunidad o, las subunidades B y y permanecen asociadas como
un complejo By y no tienen capacidad de fijarse a nuclettidos de guanina (Gilman,
1984; Hildebrant 1984). Se han descrito 5 tipos de subunidades 3 y 10 de subunidades y
(Gudermann y cols, 1996). Las proteinas G pueden contener subunidades o de dos
tipos: as (estimuladoras, PM 42.000), o ai (inhibidoras, PM 39.000), denominandose
Gs 0 Gi respectivamente. Las tres subunidades (ofy) se encuentran ancladas a la
membrana mediante una cadena de acidos grasos. Las proteinas G se encuentran en la
cara interna de la membrana celular y pueden difundir libremente por la membrana
(Mattera y cols, 1989; Mayor, 1999; Guderman y cols, 1996).

Los residuos de la tercera asa intracelular del receptor estan implicados en el
acoplamiento a la proteina Gs, puesto que la pérdida de determinados aminoacidos en
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las posiciones 222-229 y 239-272 origina la incapacidad de la proteina G de acoplarse
con la adenilato ciclasa (AC) (Summers y cols, 1997).

En estado de “reposo”, las proteinas G forman un trimero ofy desligado del
receptor, en el que el GDP ocupa el lugar de fijacién de nucleotidos de guanina en la
subunidad a. Cuando una molécula de agonista ocupa un receptor (R), se forma un
complejo agonista-receptor activado (R*), que determina un cambio de conformacion
del dominio citoplasmatico del receptor que adquiere una gran afinidad por el trimero
ofy. La asociacion oy con el receptor provoca el cambio de afinidad por nucledtidos
de guanina en la subunidad a., lo que conduce a la disociacion del GDP y su reemplazo
por GTP (intercambio GDP/GTP)(GsafyGDP) lo que, por su parte, desencadena la
disociacion del trimero de la proteina G con la separacién, por un lado, del complejo
Gsa-GTP y por otro del complejo formado por las subunidades By (Gisbert, 1987;
Florez, 2003; Ross y Kenakin, 2003). La subunidad GsaGTP es la forma “activada” de
la proteina G (G*sa), se desplaza por la membrana y puede asociarse a diversos
enzimas y canales iénicos, produciendo su activacion o inactivacion segun sea el caso.
Dependiendo de si se activan las proteinas Gs (estimuladora) o Gi (inhibitoria), las
subunidades Go activadas pueden estimular o inhibir la actividad de enzimas
intracelulares, como la adenilato ciclasa (AC), fosfolipasa C (PLC) o canales i6nicos
como los de K* 0 Ca** (Strange, 1999; Schoneberg y cols, 1999; Bomzon y cols, 2001).

La disociacion del complejo G*a-efector tiene lugar al desprenderse una
molécula de fdsforo inorganico (Pi) del complejo aGTP debido a la accion GTPasa que
posee la subunidad o originandose por tanto a-GDP (Levitzki, 1988; Clapham y cols,
1997). El complejo a-GDP no es activo, se disocia del efector y recupera la afinidad por
la subunidad By, reconstituyéndose la proteina G inicial. Recientemente, Ghanouni y
cols, (2001), han desarrollado una técnica que permite monitorizar directamente la
formacion del estado activo de un receptor acoplado a proteina G mediante la union de
fluoresceina a cisteinas enddgenas (Cys 265) de la region citoplasmatica del dominio 6
transmembrana de dicho receptor.

En la secuencia de eventos que suceden tras la estimulacion del receptor  por la
hormona, cabe destacar los siguientes aspectos:

a) Cuando se afiade GTP/Mg®" al complejo R*Gsofy se provoca la separacion del
GDP del complejo Gso-GDP, incorporandose al mismo el GTP con la
consiguiente liberacion del G*sa.

b) Se precisa de la funcion GTPasa de la subunidad o de la proteina G para
revertir el sistema.

c) Siempre se necesita la presencia del i6n Mg?*. La presencia del Mg®* a altas
concentraciones acelera esta reaccién (Hanski y cols, 1981), y por lo tanto
simulan la accion de los agonistas adrenérgicos facilitando la activacion de la
subunidad reguladora por analogos del GTP.

En la figura 5, se muestra la secuencia de pasos que se suceden tras la activacion del
receptor B-adrenérgico por la hormona.
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Figura 5. Secuencia de eventos tras la activacion del receptor B-adrenérgico por la hormona.

3.6. ACTIVACION E INHIBICION DE LA ADENILATO CICLASA:

La activacion de la adenilato ciclasa se produce por la accién directa de la
fraccion GsaGTP sobre la unidad catalitica. La inhibicidn se puede producir mediante 4
vias 0 mecanismos diferentes:

a) Una inhibicion directa de la adenilato ciclasa por la fraccion Gsa.GDP.

b) Una inhibicion indirecta por interferencia con el mecanismo de activacion de la
unidad G*sa, inhibicién realizada por las subunidades B y y liberadas del
complejo Giapy por la accion del GTP, que se unen a la subunidad Gsa y
forman el complejo Gsafy, que es totalmente inactivo.

c) Esta Ultima posibilidad estd en desacuerdo con el hecho de que hormonas
inhibidoras producen inhibicién de la adenilato ciclasa en células del sistema
CYC, que carecen de la subunidad Gsa (Jackobs y cols, 1984). Podria explicarse
este hecho por una tercera via de inhibicion sugerida por los datos aportados por
Katade y cols (1986), que demuestran que el complejo By es directamente
inhibidor de la subunidad catalitica.

d) Cuando los ligandos interactian con Gi inhiben la produccion de AMPc. La
proteina Gi contiene las mismas subunidades By que la Gs, pero una diferente
subunidad o (Ggi). Esta G fija tambien GDP y GTP. En respuesta al ligando
inhibidor, la G libera GDP y fija GTP, se disocia entonces el complejo Gg, y la
G.i-GTP inhibe la adenilato ciclasa.

El paso limitante en la activacion de la AC es la liberacion de GDP de su union a la
subunidad reguladora Gs (Levitzki, 1986). Por lo tanto, las subunidades B y y son las
responsables Gltimas para que cese la activacion de la adenilato ciclasa, y la sola
hidrolisis del complejo G*saGTP no es el unico método para la desconexion del
proceso del activacién (Gilman, 1984).
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3.7. DESCUBRIMIENTO Y MECANISMO DE ACCION DEL AMPc:

Sutherland (1971) estudiando el mecanismo por el cual la adrenalina regula la
degradacion de glucégeno a glucosa en el higado, descubrio que la adrenalina actua
mediante la activacién de una fosforilasa. Esta activacion ocurria por la accién de una
sustancia desconocida intermediaria. La hormona —el “primer” mensajero- estimulaba la
formacion de un “segundo mensajero” dentro de las células. La nueva sustancia se
identific6 como adenosin monofosfato ciclico o AMPc. Sutherland sugirié que las
acciones de otras muchas hormonas podrian explicarse de la misma manera.

Se conoce muy poco acerca de la estereoquimica y concretamente de la ciclacion
de la reaccion que forma AMPc. Se ha descrito que la ciclacion ocurre con la alteracién
(inversion) de la configuracion de la enzima, que sucede tras una reaccion de sustitucion
nucleofilica en la misma (Eckstein y cols, 1981). De igual forma estos mismos autores
demuestran que no interviene covalentemente ningun intermediario enzimatico aunque
el i6n Mg” y/o el i6n Mn?* son necesarios en esta reaccién porque se unen a la
molécula de fosfato del sustrato natural, que es ATP-Mg.

Sin embargo, se sabe que el AMPc, una vez formado, produce cambios
enzimaticos en el interior celular a través de su receptor citoplasmatico, una proteina
quinasa especifica, dependiente de AMPc. Esta enzima es un tetrdmero que contiene dos
subunidades reguladoras (R) y otras dos cataliticas (C). Cada subunidad R contiene dos
sitios de fijacion para el AMPc; la union del AMPc a las subunidades R reduce la
afinidad de éstas por las subunidades C, las cuales quedan libres para actuar
transfiriendo radicales fosfato. Los sustratos de esta fosforilacion son un numeroso
grupo de proteinas (enzimas metabolicas, receptores de neurotransmisores, proteina
quinasas autofosforiladas, proteinas del citoesqueleto celular). Estos sustratos activados
son a su vez capaces de fosforilar a otras proteinas amplificando considerablemente la
sefal inicial.

En la figura 6 se muestra una representacion esquematica de la proteina quinasa
especifica para AMPCc.

Proteina
Quinasa
activa

Proteina
Quinasa
inactiva

Figura 6. Representacion de la enzima proteina quinasa especifica para AMPc.

El AMPc a través de su accién sobre la proteina quinasa (Ross y Kenakin, 2003)
va a producir distintas respuestas fisioldgicas (Bomzon, 2001; Fl6rez, 2003):
a) Cambios de permeabilidad de membrana, que originan fendmenos de
despolarizacién o de hiperpolarizacion.
b) Bombeo de iones.
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c) Cambios bioeléctricos.

d) Difusién de H,0 y solutos.

e) Variaciones metabdlicas (como activacion y desactivacion de enzimas
reguladores del metabolismo).

f) Cambios mecéanicos.

g) Secrecion de enzimas.

h) Secrecion de hormonas.

i) Cambios en el estado fisico-quimico de proteinas que, en cooperacion con el
movimiento del Ca**, van a configurar su estado de contraccion.

j) Alteracion de la sintesis de neurotransmisores.

k) Modificacién en la expresion de los genes.

[) Division celular y diferenciacion.

m) Modificacion en los movimientos del Ca®* celular, con su repercusion sobre
muchos otros procesos celulares de exocitosis, transmision y contraccion.

Los efectos del AMPc finalizan por la accion de las fosfodiesterasas
intracelulares (PDEs), que tienden a degradarlo a 5’-AMP (Beavo, 1995) y por
expulsién al exterior celular mediante transportadores de membrana (Ross y Kenakin,
2003).

4. REGULACION DEL SISTEMA RECEPTOR -
ADRENERGICO/ADENILATO CICLASA:

La actividad de un receptor acoplado a proteina G (GPCR) es el resultado del
balance coordinado entre los mecanismos que regulan los procesos de sefializacion,
desensibilizacion y resensibilizacion. La desensibilizacion consiste en la atenuacion o
desaparicion con el tiempo de la respuesta del GPCR al estimulo agonista y representa
un importante mecanismo de autorregulacion que lo protege contra el exceso de
estimulos, sean agudos o cronicos (Strasser y cols, 1985; Chuang y cols, 1996; Mayor,
1999). Existe un proceso de desensibilizacion rapida, que se debe a la fosforilacion de
la proteina receptora en respuesta a la propia activacion del receptor. Esta fosforilacion
puede deberse a la activacion de (Florez, 2003):

1. Quinasas especificas cuyo Unico sustrato es el GPCR activado, y se llaman
quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRK); es el caso de la
desensibilizacion homologa (Homcy y cols, 1991). Este proceso implica la
intervencion de las B-arrestinas, proteinas que interfieren con el acoplamiento
del receptor con la proteina G y promueven posteriormente el internamiento y
endocitosis rapida de los receptores. Las p-arrestinas tienen la capacidad de
unirse al receptor [-adrenérgico cuando estd fosforilado por quinasas
especificas, regulando por tanto la sefializacion e internalizacion (Cheng y cols,
2003; Walker y cols, 2003). Concretamente, las B-arrestinas hacen que se fijen
los GPCR a las vesiculas cubiertas de clatrina. Posteriormente, los GPCR
incluidos en estas vesiculas son internados en la célula donde pueden sufrir
procesos contrapuestos: degradacion en los lisosomas (regulacion a la baja), o su
mantenimiento en los endosomas para su posterior reciclamiento y recuperacion
(resensibilizacidn). En presencia continuada de estimulo, las arrestinas aseguran
que cada receptor acoplado a proteina G activado se “detenga o pare” antes de
reiniciar la sefial de transduccion (Krupnick y cols, 1998). La habilidad de las

16



Introduccion

arrestinas para discriminar entre los estados fosforilados y no fosforilados del

receptor indica que hay una region de las arrestinas que especificamente

contacta con la correspondiente porcion del receptor fosforilado y se postulo que
esta region (denominada regién de reconocimiento de la fosforilacién) era una

region cationica (Palczewski y cols, 1991).

2. Quinasas dependientes de segundos mensajeros (PKA, PKC) que pueden ser
activadas por la estimulacion producida por ligandos sobre otros receptores; es
la desensibilizacion heterdloga (Strasser, 1985), donde la fosforilacion altera la
conformacién del receptor y su afinidad por la proteina G.

Las mismas moléculas que contribuyen a la desensibilizacion del receptor estimulado
por el agonista en el caso de la desensibilizacion homdloga (GRK y B-arrestinas) son las
que inician y regulan los posteriores procesos de endocitosis, trafico intracelular y
resensibilizacion. El secuestro de los B,-adrenoceptores fue originalmente propuesto
como un mecanismo para la desensibilizacion (Waldo, 1983). Posteriormente se
propuso que este secuestro de B-adrenoceptores reestablece su funcion originando el
reciclado del receptor de nuevo a la superficie celular (Pippig y cols, 1995).

Cuando la activacion se prolonga o se repite, aparece un proceso en el que la endocitosis
se acompafia de la degradacion de las proteinas receptoras e incluso de una reduccién en
su resintesis, lo que significa que habra una reduccion en el recuento o nimero total de
moléculas de ese receptor. Esta disminucion del nimero de receptores se denomina
regulacion a la baja (down-regulation).

Deben distinguirse, pues, tres situaciones: a) lo que es el fendmeno estricto de
pérdida de respuesta al estimulo (desensibilizacion) por modificaciones en el
acoplamiento del GPCR a la proteina G, en respuesta a la fosforilacion del receptor; b)
la reduccidén en el numero de receptores solo en la membrana, como consecuencia de la
endocitosis e internalizacion del receptor, y c¢) la disminucién en el ndmero de
receptores en la célula por facilitacion de los mecanismos de degradacion o por
depresion de sintesis (regulacion a la baja) (Strasser y cols, 1984; Homcy, 1991; Koenig
y cols, 1997; Bohm, 1997). Los intervalos de tiempo asignados a estos procesos oscilan
entre segundos (fosforilacion), minutos (endocitosis) y horas (regulacion a la baja).

Ademas de todo lo explicado anteriormente se ha visto que la funcion de los
receptores puede ser modificada por reacciones que afectan a la formacion de enlaces ya
sean covalentes (fosforilacion del receptor, puentes disulfuro, proteolisis del receptor) o
no, a la alteracion del potencial de membrana, alteracion de la distribucion de los
receptores per se, inhibicion de la microagregacion, interacciones alostéricas,
alteraciones de los lipidos de membrana, etc (Hollenberg, 1985).

5. POLIMORFISMO DE LOS RECEPTORES B,
ADRENERGICOS:

Independientemente de los fendmenos comentados, es importante sefialar que
puede haber variaciones interindividuales en la respuesta al estimulo de los receptores
B, adrenérgicos debido a modificaciones de base hereditaria, es decir, al polimorfismo
genético (Bischer y cols, 1999; Rana y cols, 2001; Small y cols, 2003; Bruck y cols,
2003).

Recientemente se han descrito diferentes polimorfismos en el gen que codifica el
receptor [, adrenérgico humano. Existen 2 polimorfismos comunes, uno en el codén 16
y otro en el codon 27 (Argl6Gly y GIn27Glu) (Dishy y cols, 2001). Ya en 1994, Green
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y cols, mostraron mediante mutagénesis dirigida y expresion recombinante de los
receptores en fibroblastos de hamster chinos, que estas variaciones no implican
alteracion en la union del agonista ni en el acoplamiento funcional a Gs; sin embargo,
estas mutaciones, alteran marcadamente el grado de down-regulation promovido por el
agonista. Los mismos hechos fueron confirmados por Bruck y cols, en el 2003.

6. ACCIONES DE LOS IONES SOBRE EL SISTEMA -
ADRENOCEPTOR/ADENILATO CICLASA:

Diversos iones estan presentes como factores en algunos puntos de la cadena de
funcionamiento del sistema B-adrenoceptor/adenilato ciclasa. Su intervencion puede ser
crucial en los procesos de activacion e inhibicion del receptor, pero los estudios
realizados para su correcto analisis han sido llevados a cabo en distintas lineas celulares,
y por lo tanto los datos obtenidos son parciales y hay que tomarlos con reservas a la
hora de hacer generalizaciones.

6.1. 10N MAGNESIO:

La activacion de la adenilato ciclasa es dependiente no sélo de la presencia del
sustrato ATP-Mg?", sino también de un exceso de Mg?* que va a actuar como coenzima.
Hanski y cols, 1981, ya apuntaban la posibilidad de que el Mg®* jugara un papel central
en el proceso de activacion de la adenilato ciclasa. Bockaert y cols en 1984 demostraron
que la inhibicién de la adenilato ciclasa por la proteina Gi es debida a una disminucion
en la afinidad del sistema por el Mg?".

6.2. ION MANGANESO:

Este cation permite la activacion de la enzima adenilato ciclasa del eritrocito de
pavo a concentraciones menores de 0.1 mM tras la estimulacion del receptor B-
adrenérgico por el agonista (Braun y cols, 1982).

Se ha demostrado que se puede estimular la subunidad G de la adenilato ciclasa
cuando el ion manganeso sustituye al ion magnesio (Braun y cols, 1982).

6.3. ION CALCIO:

Estudios realizados en eritrocitos de pavo y en membranas celulares de linfoma
S49 CYC (células deficientes de proteina G) muestran que el Ca** es capaz de inhibir el
sistema p-adrenérgico/adenilato ciclasa. Esta inhibicion no es competitiva con respecto
al ATP-Mg y parece ser independiente de su accion sobre la calmodulina (Lasker y cols,
1982). Este efecto inhibitorio del Ca®* sobre la adenilato ciclasa sucede por competicion
directa con el Mg?* en su unién al sitio regulador que parece estar en la misma unidad
catalitica. Ademas, este efecto inhibidor es reversible si se afiaden quelantes de este idn
(Piascik y cols, 1985). Trabajos de Piascik y cols, 1985, confirman lo observado por
Lasker y su grupo, mostrando que a bajas concentraciones el Ca** activa la enzima via
calmodulina, mientras que a altas concentraciones la inhibe por accién directa sobre la
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unidad catalitica, y que esta inhibicién es reversible mediante la quelacién del Ca** por
proteinas especificas fijadoras de este ion.

Nuestro equipo (Horga y cols, 2000) mostrd, en membranas de eritrocitos
humanos, que el isoproterenol en un medio con calcio (1-10 mM, rango que incluye las
concentraciones plasmaticas fisioldgicas) incrementa la activacion de la adenilato
ciclasa y este efecto es bloqueado por propranolol.

/. METODOS DE ESTUDIO DEL SISTEMA RECEPTOR
B-ADRENERGICO/ADENILATO CICLASA:

Se han utilizado distintos métodos de estudio para determinar la presencia y las
caracteristicas de receptores B-adrenérgicos en diferentes preparaciones tisulares. Los
primeros trabajos se centraban en el estudio hormonal y la observacion de la respuesta
fisioldgica provocada en el animal entero o en tejidos aislados (Dale, 1906; Ahlquist,
1948; Lands y cols, 1967), utilizandose para ello diferentes agonistas y antagonistas
competitivos que modulan con mayor o menor selectividad las respuestas alfa y beta, y
establecieron las bases para el estudio y clasificacion de los adrenoceptores.

Williams y Lefkowitz (1976 y 1978), realizaron investigaciones con
estereoisomeros de ligandos de adrenoceptores 3 desarrollando métodos para identificar
y cuantificar los lugares de reaccion o sitios de fijacion. Posteriormente, se han
introducido nuevos farmacos y reactivos que han permitido ampliar el potencial
experimental de este método (Carmankrzan, 1983). Uno de los mas utilizados es la
fijacion especifica de radioligandos marcados con tritio (*H) 3 (*H)propranolol,
(*H)dihidroalprenolol + o con yodo radiactivo (**I) {(**I)hidroxibenzilpindolol,***I-(-
)cianopindolol  (Levitzki, 1988). Mediante esta técnica se ha podido cuantificar el
namero de receptores/unidad superficie celular, asi como definir su especificidad y su
cinética de interaccion con otras moléculas. No obstante, las técnicas de fijacion
especifica de radioligandos s6lo nos informan del nimero de moléculas receptoras, no
de su funcionalidad. La tendencia actual se orienta hacia el estudio dinamico del
mecanismo molecular bajo el cual tiene lugar en los adrenoceptores la estimulacion, la
transduccion y la respuesta a nivel celular. Es decir, consisten en el estudio de:

1. Lainteraccion ligando-receptor.

2. El acoplamiento entre el receptor y el sistema efector.

3. Las reacciones bioquimicas intracelulares que llevan a una respuesta

fisioldgica.

4. Ladistribucion e internalizacién de receptores.

El estudio global de la actividad dinamica de la enzima se ha llevado a cabo
fundamentalmente valorando la produccion de AMPc como indice de activacion de la
unidad catalitica de la AC por las catecolaminas, y sirve como medida de la
funcionalidad de los receptores 3 (Wolf y cols, 1977).

La cuantificacion de la concentracion total de AMPc se ha llevado a cabo:

1. Por union a una proteina competitiva (Brown y cols, 1972).

2. Por radioinmunoensayo (Steiner y cols, 1972; Strada, 1990).

Las limitaciones a estas técnicas son las pequefias cantidades de AMPc que se producen
sobre unos niveles basales relativamente altos. Por este motivo y para solucionar este
problema, Krishner y cols, 1968, introdujeron un método muy sensible en el cual se
media la conversion de (alfa®P)-ATP en (alfa*P)-AMPc. El principal inconveniente de
esta técnica era la gran interferencia que se producia por problemas de contaminacion
de fondo con el producto inicial (consecuencia de la baja tasa de conversion del
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(alfa®P)-ATP a (alfa*P)-AMPc. Salomén en 1974 solucioné este problema utilizando
columnas de cromatografia en serie (Dowex y alumina), método excelente y fiable pero
sujeto a un manejo engorroso, y cuyo principal inconveniente es la escasa estabilidad
del (alfa®P). Posteriormente, se ha efectuado una nueva modificacién al método de
Salomén (Krstulovic y cols, 1979), al utilizar la cromatografia liquida de alta afinidad
(HPLC) para purificar y separar de forma rapida el (o**P)-AMPc formado de otros
nucledtidos de la muestra aportando:

1. Un acortamiento en el tiempo de experimentacion.

2. Una disminucién de la variabilidad inter e intraensayo.

3. Un alto indice de recuperacion del AMPc.

4. Una automatizacién del procesamiento con un detector de radiactividad.

Los esfuerzos posteriores se centraron en simplificar estos métodos. Asi, Albano

y cols, (1973), ejecutaron ciertos cambios que permiten utilizar métodos de fijacion a
una proteina especifica con unos resultados altamente fiables, evitando de esta forma la
purificacion repetida y el complicado manejo de las muestras evaluadas. Por otro lado,
permite aumentar la dilucion de la muestra disminuyendo la interferencia de los
blancos.
A la hora de plantearse el estudio del sistema B-adrenérgico adenilato ciclasa, se puede
escoger una o varias de las posibilidades existentes:

1. Sobre un 6rgano aislado: es el método de estudio inicial ideal (Williams

y cols, 1978).

2. Sobre células intactas.

3. Sobre fracciones subcelulares, en particular la membrana citoplasmatica,

donde se localiza el receptor B-adrenérgico (Davoren y Sutherland, 1963).

Este es el método que hemos utilizado para nuestro estudio, ya que tiene

varias ventajas sobre los dos métodos anteriores.

a. Estabilidad del receptor 3.

b. Reduccién de sistemas citoplasmaticos reguladores de los niveles de
AMPc.

c. La densidad de receptores tiene una dependencia metabdlica y si la
célula intacta estd “desnutrida” se vera disminuida la densidad de
receptores, mientras que en las membranas fraccionadas esta
propiedad no se altera.

d. El metabolismo de los fosfolipidos de membrana se ve acelerado por
la estimulacion del receptor B-adrenérgico en células reselladas,
mientras que en fracciones subcelulares no se produce ningun efecto.
Este aumento de la metilacion de los fosfolipidos facilita el
acoplamiento del receptor B-adrenérgico con la adenilato ciclasa
(Hirata y cols, 1979).

e. El acoplamiento B-adrenoceptor/adenilato ciclasa en la célula intacta
estd lejos de ser un hecho estatico (Porzig, 1982) y esta sujeto a
mecanismos reguladores intracelulares (proteinquinasas, alteraciones
electroliticas, etc).

f. La mayor ventaja del uso de las fracciones subcelulares (membranas
fraccionadas) es que los problemas de la captacion selectiva o el
acceso desigual de farmacos al receptor se ven considerablemente
reducidas (Minneman y cols, 1981; Kitagawa y cols, 1995; Dlusskaia
y cols, 1996; Abraham y cols, 2001 y 2003).
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8. EL RECEPTOR B-ADRENERGICO EN EL HEMATIE:

Los hematies son células sanguineas, con forma de discos bicncavos con un
diametro medio de unas 7.8 micras. El espesor del hematie es menor en su parte central
que en la periferia. Tiene una altura de 2 a 2.2 micras en la parte periférica y de 1 micra
en la parte central. La relacion volumen/superficie eritrocitaria es de gran importancia,
ya que determina el grado de elasticidad del hematie.

8.1. PRODUCCION, CIRCULACION Y DESTRUCCION DE
HEMATIES:

En las primeras semanas de vida embrionaria, los hematies primitivos y
nucleados se producen en el saco vitelino. Durante el segundo trimestre de gestacion, el
higado es el principal 6rgano de produccion de los hematies, aunque también se produce
un namero razonable de ellos en el bazo y en los ganglios linfaticos. Despues, durante el
ultimo mes de gestacion y tras el nacimiento, los hematies se producen de forma
exclusiva en la médula 6sea. El principal factor que estimula la produccion de hematies
es una hormona circulante Ilamada eritropoyetina (EPO). Esta EPO se forma en los
rifiones e higado y tiene la funcion de estimular la produccion de proeritroblastos a
partir de las células madre hematopoyéticas en la médula 6sea. Ademas, una vez que se
han formado los proeritroblastos, la EPO hace que las células pasen también con mayor
rapidez de lo normal a través de los diferentes estadios eritroblasticos, acelerando la
produccion de nuevas células. Durante la maduracion del precursor eritroide a
eritroblasto y reticulocito, van perdiéndose elementos citoplasmaticos y nucleares a
medida que el reticulocito evoluciona hasta convertirse en hematie. El reticulocito pasa
a la sangre, donde se convierte en hematie en 1-2 dias. La concentracién de reticulocitos
en sangre es < 1%. El hematie en sangre tiene una vida de 120 dias. El eritrocito senil se
fragmenta en zonas estrechas de la circulacion como el bazo, y los restos son destruidos
por el sistema mononuclear fagocitico (Guyton, 1992).

8.2. ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA DEL HEMATIE:

La membrana del eritrocito tiene un espesor entre 50 y 120 A. Su superficie es
electronegativa. Esta constituida en un 50% por proteinas, un 40% por lipidos y un 10%
por hidratos de carbono. En la membrana se encuentran poros de 4 A que permiten el
paso de todas aquellas moléculas cuyo peso molecular sea inferior a 100 Daltons.

La membrana esta formada por una doble capa de fosfolipidos y colesterol, con
una disposicion tal que las porciones hidrofobicas de las moléculas se orientan hacia el
interior mientras que el lado polar se encuentra ya sea en la superficie externa de la
célula o en la superficie interna citoplasmatica. La superficie externa tiene poca
cantidad de lecitina y esfingomielina, mientras que la superficie interna tiene
relativamente mas cantidad de fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina. Los lipidos de la
superficie externa se intercambian libremente con los del plasma (Marchesi, 1986).

El componente mas prominente del citoesqueleto de la membrana del hematie, al
menos en cuanto a peso molecular, es un polipéptido fibroso llamado espectrina. Los
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tetrameros de espectrina se fijan a la membrana por una proteina llamada ankirina. La
ankirina a su vez esta conectada a una proteina transmembrana Ilamada “banda 3” o
proteina de intercambiador aniénico. La funcion de la banda 4.2 (paladina) puede ser la
de estabilizar la unién entre la ankirina y la banda 3. La espectrina también est& unida a
una proteina transmembrana llamada glicoforina C por una proteina llamada banda 4.1.
La banda 4.1 estabiliza la asociacién de espectrina con actina al igual que la aducina.
Todos estos puntos especificos son receptores de sefiales del ambiente externo, y
por ello es razonable asumir que el esqueleto de la membrana desempefia un papel en la
transmision de dichas sefiales a través de la doble capa lipidica hacia el interior de la
célula (Marchesi, 1986).
En la figura 7 se puede apreciar la compleja disposicion de la membrana del hematie:

Intercambiador aniénico (“Banda 3”)

Residuos de carbohidratos Paladina (“Banda 4.2")

Bicapa lipidica _ Glicoforina C

Ankirina

“Banda 4.1”

A o

Cadena a Cadena “Banda 4.9”
Espectrina

Tropomiosina

Aducina Actina Tropomodulina

\

Figura 7. Estructura de la membrana del hematie.

83. EL HEMATIE COMO MODELO DE ESTUDIO DEL
RECEPTOR SADRENERGICO:

La mayor parte de lo que se conoce respecto al receptor B-adrenérgico, se ha
estudiado en eritrocitos de aves, batracios y en algunos mamiferos. Aungue adn no
sepamos con precision cudl es su finalidad, en la membrana del hematie,
fundamentalmente de aves o anfibios, existe un numero importante de receptores f-
adrenérgicos (50-500 fmoles/mg proteina de membrana en eritrocitos de pavo) (Lad,
Nielsen y Rodbell, 1980), acoplados a la enzima adenilato ciclasa (AC), y en este
sistema es donde se ha desentrafiado todo el complejo mecanismo de acoplamiento
receptor/enzima de estos receptores, y estos datos se han extrapolado a otros sistemas de
receptores acoplados a proteinas G.
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8.3.1. El hematie de pavo como modelo de estudio del receptor p-
adrenérgico.

El fendmeno del estimulo de la adenilato ciclasa inducido por catecolaminas ha
sido demostrado claramente en eritrocitos de una gran variedad de especies animales
(Davoren y Sutherland, 1963; Oye y Sutherland, 1966; Rosen 1969; Sheppard y
Burghardt, 1969-70). La enzima adenilato ciclasa estimulada de este modo se ha
encontrado fundamentalmente en eritrocitos de pavo y rana (Sutherland y cols, 1962).
En 1977 se descubrié que las membranas de eritrocitos de pavo poseian un receptor 3-
adrenérgico y otro para adenosina (Sevilla y cols, 1977). En 1980, se descubri6 que la
movilidad lateral de los receptores (3 estaba implicada en la activacion de la AC (Atlas y
cols, 1980).

En ese afio, Lad y cols, estudiaron en membranas de eritrocitos de pavo la
regulacion del receptor B-adrenérgico, las acciones de las catecolaminas y de la toxina
del colera sobre la adenilato ciclasa demostrando la existencia de una relacion entre la
activacion del receptor y la actividad de la AC.

En 1985, Nambi y cols, emplearon eritrocitos de pavo para conocer el papel del
AMPc y otros sistemas de proteina quinasas en la desensibilizacion del receptor -
adrenérgico. El afio siguiente, se caracterizé bioquimicamente el receptor B-adrenérgico
fosforilado en eritrocitos de pavo (Stadel y cols, 1986).

En contraste con los receptores 3-adrenérgicos de mamiferos, se ha observado
que los eritrocitos de pavo pueden desarrollar 2 respuestas distintas efectoras; activacion
de la AC y de la fosfolipasa C (PLC) especifica de polifosfoinositol (James y cols,
1994; Vaziri y cols, 1992). Ademas, el receptor de pavo ha sido clasificado como un
adrenoceptor B, en base a la igual potencia de noradrenalina y adrenalina (Bylund y
cols, 1994). En 1996, Galas y cols, mostraron evidencias de que el AMPc puede
producir desensibilizacion de la proteina G via fosfolipasa C en membranas de
eritrocitos de pavo.

8.3.2. El receptor B en hematies de batracios:

Los eritrocitos de rana también tienen receptores B-adrenérgicos que pueden
estar presentes en 2 estados (De Lean y cols, 1980). En 1982, Lefkowitz y cols
purificaron receptores P, adrenérgicos de las membranas de eritrocitos de rana
demostrando que se trataba de una glucoproteina con un peso molecular de 58.000
Daltons. Posteriormente otros estudios demostraron en eritrocitos de rana que el
estimulo B-adrenérgico producido por las catecolaminas se suprimia en presencia de
propranolol (10° M) (Herman y Brown, 1983).

8.3.3. Estudio de la variabilidad de respuesta de la adenilato ciclasa en
reticulocitos y hematies de ratas:

En reticulocitos de rata (eritrocitos prematuros con nucleo), en los primeros dias
de vida del animal, la estimulacion mediada por isoproterenol y fluoruro sédico
(estimulante directo de la AC) generaba una intensa respuesta, pero a medida que los
reticulocitos iban madurando conforme la rata crecia, la respuesta iba decayendo hasta
valores minimos (Gauger y cols, 1975). Estos estudios plantean la posibilidad de que los
receptores P-adrenérgicos presentes en los hematies maduros de rata pueden no ser
funcionales, a diferencia de lo que ocurre en los reticulocitos de rata 0 en hematies de
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aves 0 anfibios. Segun estos resultados, solo los eritrocitos de rata prematuros
(reticulocitos) estan equipados con un sistema efector de receptor [B-adrenérgico
acoplado a la AC (Quiring, 1975). Este hallazgo fue reforzado por los experimentos de
fijacion especifica con (*H)(-) dihidroalprenolol realizados por Kaiser y cols, 1978.

Estudios posteriores demostraron que el agonista del receptor B-adrenérgico L-
isoproterenol, estimula la sintesis de la enzima fosfatidil-N-monometiletanolamina y
fosfatidil-colina en reticulocitos de rata. La estimulacion es estereoespecifica, dosis
dependiente, e inhibida por antagonistas [-adrenergicos (propranolol) (Hirata y cols,
1979).

8.3.4. Estudios de hematies en humanos:

Gracias a los trabajos de Lefkowitz (1978) se han logrado identificar receptores
o Yy B adrenérgicos mediante métodos de fijacion especifica de radioligandos, y
comparar los resultados de estos estudios con estudios de activacion de la adenilato
ciclasa en respuesta a la activacion del receptor. Las membranas de eritrocitos humanos
han sido utilizadas para el estudio de técnicas de fijacion especifica de radioligando
(***yodopindolol). La inhibicién de la fijacion del radioligando fue realizada usando
atenolol y metoprolol como antagonistas del receptor 3; y usando ICI 118551 y IPS 339
como antagonistas del receptor P, adrenérgico. Los resultados de estos estudios
muestran que ambos receptores estan presentes en las membranas de los eritrocitos pero
la proporcion de receptores B, es 2 veces mayor que la de B; (Bree y cols, 1984).

Rodbell y cols (1980) demostraron que el hematie humano contiene la subunidad
G de la adenilato ciclasa.

Estudios posteriores de Tuvia y cols (1999) en membranas celulares en los
eritrocitos humanos, mostraron que los agonistas 3 pueden regular las fluctuaciones
mecénicas de estas membranas.

En el estudio publicado por nuestro grupo con membranas de eritrocitos
humanos se observd que el subtipo B, era el receptor funcional B-adrenérgico, que su
respuesta puede ser modulada en funcidn de las concentraciones de calcio, que el efecto
de la A era mayor que para NA y que el aumento en la actividad producido por
isoproterenol era revertido por propranolol pero no por atenolol (Horga y cols, 2000).

Estudios recientes realizados en hematies humanos maduros muestran que el
receptor B, adrenérgico puede estar implicado en el desarrollo de diferentes patologias
como la malaria y la anemia de células falciformes (Harrison y cols, 2003; Hines y cols,
2003).

9. DIFERENCIAS EN LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA AC-

RECEPTOR B ENTRE LOS ESTUDIOS IN VIVO E IN
VITRO:

Existen numerosas diferencias cuando se estudia el sistema AC-receptor (-
adrenérgico en células intactas y en membranas fraccionadas tal y como se desprende de
los datos expuestos en la tabla 2 (Porzig y cols, 1982).
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Parametro de
medida

Células intactas

Membranas
fraccionadas

Sistema celular

Desensibilizaciéon

después de

estimulacién crénica

B-adrenérgica

Kd/Ka para
agonistas

Afinidad por
agonistas 3

Dependencia
metabdlica de la
densidad del
receptor

Metabolismo de
fosfolipidos de
membrana

Efecto de agentes

que alteran los
microttbulos

Descenso del 80-
90% en la formacion
de AMPc
dependiente de
isoprenalina

<< 1

Descenso por
algunos antagonistas

Descenso en el
namero de
receptores en células

Estimulacion -
adrenérgica en
“ghosts” celulares
liberados

Incremento en la
afinidad del
agonista, inhibicion
de la induccion de
fosfodiesterasa

Descenso del 30-
50%

~1

No afectado por
antagonistas

Sin efecto

Sin efecto

Astrocitoma
Humano (Johnson y
cols, 1978)

Glioma de rata,
linfoma S49 (Insel y
cols, 1978)
Células de rata
cardiaca (Porzig,
Becker y Reuter, sin
publicar)

Reticulocitos de rata

Reticulocitos de rata

Leucocitos
polimorfonucleares
(Dulis y cols, 1980)

Glioma C6

(Schwartz y cols,
1980)

Tabla 2. Diferencias en el sistema AC-receptor 3 entre células intactas y membranas fraccionadas.

10. EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DEL SNA:

El SNA ha sido considerado clasicamente como un sistema de dificil estudio

clinico. A ello contribuia, sin duda, el que las pruebas disefiadas para su estudio eran
complejas, lentas, farragosas y probablemente poco sensibles. Pero esta situacion
ciertamente ha cambiado en los Gltimos afios en los que una serie de autores han
sistematizado una bateria de test de funcidén autondmica basados en el estudio del SNA
cardiovascular de cara a su uso clinico diario (Ewing y cols, 1982; Hilsted, 1983).

10.1. REFLEJOS CARDIOVASCULARES EN LA VALORACION NO
INVASIVA DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO:

Las razones para la eleccién de estas pruebas son: que el equipo necesario y su
ejecucion son sencillos, sobre todo de cara a su uso clinico; y sobre todo, destaca la
ausencia de maniobras invasivas, lo que facilita en gran medida la colaboracién de los
pacientes a la hora de someterse a la exploracion y reduce el estrés propio de cualquier
maniobra exploratoria mas invasiva. No obstante, estas técnicas presentan dos
inconvenientes fundamentales. Por un lado, s6lo se estudia una porcion pequefia de un
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sistema mas complejo. Por otro, la informacidn que se obtiene es muy general, sin que
en ningun caso podamos conocer el lugar exacto de la lesion en el caso de que existan
alteraciones (Molté y Martin, 1990).

La bateria de tests mas ampliamente utilizada consiste en 5 pruebas, tres que
fundamentalmente evaltan la actividad parasimpatica, basadas en el estudio de la
frecuencia cardiaca y sus variaciones ante una serie de estimulos: la maniobra de
Valsalva, la arritmia sinusal respiratoria y el indice 30:15, y dos fundamentalmente
simpaticas, basadas en el estudio de los cambios de la presién arterial ante dos tipos de
estimulos: respuesta de la presion arterial a la bidepedestacion y al ejercicio isométrico.
El maximo rendimiento de la exploracion autonomica se obtiene con el estudio de las
cinco pruebas de forma conjunta mas que con el estudio fraccionado de cada una de
ellas (Molté y Martin, 1990).

Las patologias en las que se han usado con mayor frecuencia estas técnicas han
sido las neuropatias periféricas, con especial referencia a la neuropatia diabética (Ewing
y cols, 1987), la neuropatia alcohédlica (Duncan y cols, 1980) o la urémica (Martin y
cols, 1990). También se ha usado en el estudio de la migrafia (Cortelli y cols, 1987),
también lo han sido, buscando una explicacion patogénica de esta patologia.

Existen métodos electrocardiograficos que se emplean para explorar el tono
vasomotor simpéatico pero son complicados de aplicar puesto que cuantifican los
componentes de baja y alta frecuencia de variables cardiovasculares utilizando
algoritmos autoregresivos (Pagani y cols, 1992).

En la tabla 3 se resume cada una de las técnicas mencionadas.

FUNCION
QUE
EVALUA

TEST TECNICA

Espiracion forzada > 7 segundos contra resistencia tras

inspiracion forzada.

Espiracién forzada para mantener una presion de 40 mmHg

contra un manémetro 15 segundos.

Esfuerzo — bradicardia- Taquicardia + vasoconstriccion
periférica

Relajacién — Taquicardia - Bradicardia

Valsalva Parasimpética

Pretende exagerar acontecimiento fisiologico.

Respiracion a 6 ciclos/minuto (5’" inspiracion y 5’ de
espiracion).

Inspiracién produce taquicardia.

Espiracion produce bradicardia.

Arritmia sinusal

. . Parasimpaética
respiratoria

Clinoposicion — Ortoposicion: taquicardia hasta el latido

Parasimpatico y 15 y bradicardia hasta el latido 30.

Indice 30:15 gilr%%ético de = Andlisis intervalo RR a los 30 latidos/RR a los 15
latidos.

Variaciones posturales Simpética Clinoposicion— presion arterial basal.

de la presion arterial Ortoposicion — presién arterial a los 2°.

Variacion de la presion| .. ... C ) . .

arterial  y  ejercicio Simpatico y Ejermqo |§ometr|co extenuante: pres]op normal so§tenlda

isométrico  (test  de algo o con _d,lnamon_wetro a un 30% de la maxima voluntaria= T

handgrip) parasimpatico | Presion arterial a los 3°-5’.

Tabla 3. Resumen de los diferentes test para la evaluacion de la funcionalidad del sistema nervioso.
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10.2. NIVELES DE CATECOLAMINAS CIRCULANTES:

La evaluacion clinica de la actividad simpaticosuprarrenal se realiza midiendo
las catecolaminas en el plasma y las catecolaminas y sus metabolitos en la orina, asi
como el trafico nervioso simpatico por medio de microneurografia. La
microneurografia, basada en microelectrodos implantados en los nervios que se dirigen
a los masculos esqueléticos, representa sobre todo una prueba experimental.

Las catecolaminas se pueden medir en el plasma humano por técnicas
radioenzimaticas con is6topos o mediante cromatografia liquida de alta resolucion unida
a deteccion electroquimica. La cifra de catecolaminas en plasma proporciona un indice
de la actividad del sistema nervioso simpatico y de la médula suprarrenal. Sin embargo,
la utilidad de la determinacion de las catecolaminas en plasma estd comprometida por la
accion de factores que alteran la relacion existente entre la concentracion de esas
catecolaminas plasmaticas y el estado funcional del sistema simpaticoadrenal, y también
por importantes diferencias regionales de los impulsos simpaticos. Las técnicas que
utilizan infusiones de trazadores de NA tritiada, y que permiten corregir los cambios del
aclaramiento de la NA cuando se aplican a través de ciertas regiones anatémicas,
permiten evaluar los impulsos simpaticos regionales con cierta exactitud y han servido
para definir mejor la actividad diferenciada del sistema nervioso simpatico en el campo
de la investigacion (Henriksen y cols, 1998).

Las concentraciones basales de noradrenalina en el plasma varian entre 0.09 y
1.8 nmol/l (150 a 350 pg/ml); y los valores basales de adrenalina se aproximan a 135 a
270 pmol/L (25 a 50 pg/ml). La semivida de desaparicion de la circulacion de la NA es,
aproximadamente, de 2 minutos. Hay muchos factores que influyen en la concentracion
plasmatica de NA, como la postura, el estrés; por consiguiente, hay que controlar las
condiciones en que se obtiene la sangre para el andlisis. Por acuerdo unanime, se
consideran concentraciones basales de la NA en plasma las que se obtienen utilizando
un catéter intravenoso después de permanecer el paciente en decubito supino y en un
ambiente relajado durante 30 minutos (Landsberg y Young, 2001).

Puesto que diversos autores han encontrado niveles alterados de catecolaminas
en sangre en diferentes enfermedades, se ha propuesto que la determinacién de los
niveles de NA y A podria ser una medida indirecta de la funcionalidad del SNA.

Diversos grupos han encontrado valores elevados de noradrenalina plasmatica en
pacientes con hipertension esencial (Engelman y cols, 1970; Louis y cols, 1973). Sin
embargo el grupo de Christensen en 1980 observo valores normales en pacientes
hipertensos mientras que existia una relacion entre la NA plasmatica y la edad. También
observaron que en la hipertension neurogénica existe una relacion lineal significativa
entre la NA plasmatica y la presion sanguinea en estos pacientes. Christensen (1980A)
encontro que la NA plasmatica era mas elevada en pacientes con ulcera duodenal que en
controles. En estos pacientes se observo un umbral mas bajo para la liberacion de
gastrina inducida por adrenalina.

En la tabla 4 resumen se muestra una relacion de las enfermedades en las que el
nivel de catecolaminas esta alterado (Christensen, 1980A).
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Catecolaminas y enfermedades (Christensen, 1980A)

Diabetes mellitus (cetoacidosis, insulina)
Mixedema

Ulcera duodenal

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
Uremia

Abstinencia de alcohol y morfina

Infarto miocérdico agudo

Insuficiencia cardiaca

Hipotension ortostatica (tipo Bjure-Laurell)
Hipertension neurogénica
Feocromocitoma

Neuroblastoma

Aumento de la actividad nerviosa simpética

Diabetes mellitus (neuropatia autonémica)
Tirotoxicosis

Hipoglucemia cetdnica

Descenso de la actividad nerviosa simpéatica | Hipotensidn ortostética

Tumores malignos

Enfermedad de Parkinson

Depresién

Esquizofrenia
Hipertension arterial
Angina de pecho
Asma bronquial

Enfermedades tratadas con agonistas o
antagonistas adrenérgicos. La actividad
simpatica puede estar o no alterada.

Tabla 4. Patologias en las que los niveles de catecolaminas estan alterados.

A pesar de que las catecolaminas estan implicadas en un sinfin de enfermedades,
su medida no es un buen indicador de la actividad o funcionalidad del sistema nervioso
simpatico ya que los valores de catecolaminas se alteran con facilidad (Lake, 1976). Asi
por ejemplo, se puede producir un incremento en las catecolaminas con una simple
inclinacion del cuerpo, por estar de pie, por sentarse, por la ansiedad, miedo y dolor que
algunos sujetos asocian con la venopuncion, por hacer ejercicio, etc.

10.3. DOPAMINA BETA-HIDROXILASA (DBH).

10.3.1. Introduccion.

En el periodo de 1967 a 1969, diversos estudios en 6rganos aislados demostraron
que proteinas especificas eran liberadas junto con las catecolaminas tras la estimulacién
de la médula adrenal y las neuronas simpaticas (Geffen, 1971). Estas proteinas fueron
Ilamadas cromograninas porque fueron identificadas como constituyentes solubles de
las vesiculas sinapticas adrenérgicas o granulos cromafines implicados en la sintesis,
almacenamiento y secrecion de catecolaminas. Estas vesiculas cromafines deben su
nombre a la capacidad que poseen de tefiirse de pardo con sales de cromo o acido
cromico.Una de las proteinas liberada es la dopamina B-hidroxilasa (DBH) que cataliza
la conversion de 3,4-dihidroxifeniletanolamina (dopamina) a noradrenalina (Kaufman,
1965). La DBH es un componente menor de las proteinas solubles de las vesiculas
cromafines; representa aproximadamente el 5% de las proteinas totales (Hortnagl y cols,
1974). La enzima puede encontrarse en forma soluble o ligada a la membrana. Ambas
formas parecen idénticas, por lo que respecta a su composicion de aminoacidos,
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migracion electroforética y propiedades inmunologicas (Hortnagl y cols, 1972; Foldes y
cols, 1972; Kuzuya y Nagatsu, 1972). En la mayoria de los tejidos, la mayor parte de la
enzima esta “ligada a la membrana”.

Se ha utilizado la medida de la actividad de la DBH como indicador cronico de
la actividad del sistema nervioso simpatico. La sugerencia de que la DBH seérica pudiese
servir como una medida de la funcion simpaticoadrenal se basé en la suposicion de que
la enzima, que esta presente en la sangre (Goldstein, 1971; Weinshilbooum, 1971A y B)
se origina de las terminaciones simpaticas y/o de la médula adrenal (Viveros, 1968; De
Potter, 1969 y Weinshilboum, 1971A y B) y por tanto refleja la liberacion por
exocitosis de catecolaminas y ademas, una vez liberada no sufre los procesos de
recaptacion pre y postsinapticos de las catecolaminas (Geffen, 1974). Se sabe que la
vida media de la DBH en ratas es de varios dias, y este hecho también apoya la
sugerencia de que la DBH sérica pueda ser un buen indicador de la activacion crénica
del sistema adrenérgico, mas que de la activacion aguda de este sistema (Schanberg,
1976).

El significado clinico de los niveles plasmaticos de actividad de DBH ha estado
sujeto a controversia durante tiempo. La variacién individual en los niveles de actividad
de la DBH esta genéticamente determinada (Oxenstierna y cols, 1986). Sin embargo,
manipulaciones extremas de la funcion simpética, como el ejercicio extenuante y la
estimulacion por frio-presién tienen efectos minimos en los niveles plasmaticos de
DBH, a pesar de producir grandes incrementos en las catecolaminas circulantes (Winer
y Carter, 1977; Peronnet y cols, 1985). Sin embargo, no puede excluirse el papel de la
DBH plasmatica como un indicador de las modificaciones a largo plazo en la actividad
o en la reserva funcional del sistema nervioso simpatico.

Las propiedades bioquimicas de la enzima han sido determinadas en enzimas
aisladas de médula adrenal bovina (Levin y cols, 1960; Levin y Kaufman, 1961;
Friedman y Kaufman, 1965; Goldstein y cols, 1965 y 1968) y feocromocitomas y en
homogeneizados de neuronas y tejido adrenal de varias especies (Weinshilboum, 1978).
La DBH es una glicoproteina tetramera con 1 ¢ 2 sitios activos, cada uno conteniendo
una molécula de cobre sometida a oxidaciones y reducciones ciclicas (Geffen, 1974).
Friedman y Kaufman (1965) demostraron que la actividad de la DBH dependia del
cobre, el cual se encontraba también en la enzima purificada. EI peso molecular es
aproximadamente 300.000 Daltons y se requiere oxigeno molecular y un agente
reductor como el &cido ascérbico para que la reaccion enzimética tenga lugar
(Weinshilboum, 1978).

Nagatsu y cols en 1967 demostraron que varios compuestos sulfidrilicos tales
como cisteina, glutation, coenzima A y mercaptoetanol inhibian la enzima, pero la N-
etilmaleimida (que reacciona con los grupos sulfidrilos) invertia completamente dicha
inhibicion. Duch y cols (1968) encontraron que la adicién de Cu®* a varias fracciones
subcelulares de la médula suprarrenal incrementaba la actividad de DBH, y también
invertia la inhibicion enzimética producida por cisteina. La actividad enzimatica esta
incrementada en presencia de catalasa y acido fumarico. Los inhibidores de la enzima
pueden ser inactivados con N-etilmaleimida o por sulfato de cobre.

La DBH alcanza la méxima actividad a pH acido: a pH 5 (Nagatsu y cols, 1972),
es 3 veces mas activa que a pH 6.2 (Weinshilboum y Axelrod, 1971A) y un 20% mas
activa que a pH 5.5 (Goldstein y cols, 1971).
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10.3.2. Ensayos de la actividad enzimatica de la DBH.

Los ensayos para DBH usados en la década de los 60 sirvieron para la
determinacion de la actividad de enzima purificada parcialmente o en homogeneizados
de médula adrenal. El desarrollo de un ensayo radioquimico muy sensible (Goldstein,
1971 y Molinoff, 1971) y de un método fotométrico (Nagatsu y Udenfriend, 1972)
permitieron la determinacién de la enzima en sangre.

El método radioquimico consta de 2 reacciones. En la primera, la tiramina es convertida
a octopamina por la accién de la DBH,

DBH g
/O/\’NH’ + 02+ Ascorbico ———» e
HO Fumarato HO
Tiramina Octopamina
+
H.0
+

Dehidroascorbato

y en la segunda, la octopamina es metabolizada a *CHs-N-Metil-Octopamina
(sinefrina) en presencia de **CHs-S-adenosil-metionina (**CHs-SAM) y un exceso de
feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT), que se purifica a partir de la medula
suprarrenal bovina.

oH PNMT

OH
HO
Octopamina e
Sinefrina
+

S-Adenosil-homocisteina

Después de que la reaccion de la PNMT finalice por la adicion de buffer borato,
a pH 10, el producto final marcado radiactivamente se separa por una extraccion con
solvente orgénico, y se determina la radiactividad en un contador de centelleo. La
reaccion catalizada por la DBH requiere la presencia de catalasa, fumarato, y acido
ascorbico y finaliza por la adicion de un buffer de pH 8.6, lejos del pH 5 0 5.5 6ptimo
de la DBH.

El método espectrofotométrico es probablemente el mas popular y el méas usado
para la determinacion de la actividad de la DBH en sangre humana. Siempre que se
utilice heparina como anticoagulante, la actividad determinada en plasma y en suero
serén equivalentes. En este ensayo, la tiramina es convertida en octopamina por la DBH,
y la octopamina es convertida en p-hidroxibenzaldehido por tratamiento con periodato
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sodico después de la purificacion de octopamina por resinas Dowex de intercambio
ionico. El p-hidroxibenzaldehido se determina facilmente por espectrofotometria a 330
nm.

Tiramina Octopamina p-hidroxibenzaldehido

= DBH OH ¢ ¢
HO / CH2-CH2-NH2 —> HO CH—CH2~NH2 — HOOCH + H-C-NHp
NaIO
4

Entre las ventajas de este método cabe sefialar que no se necesita purificar
PNMT, no se requieren isétopos radiactivos, solo requiere de 2 a 3 horas, se requiere
poco volumen para la determinacion (2-25 ul) y es atil en estudios clinicos incluidos los
pediatricos (Nagatsu y Udenfriend, 1972). Sin embargo, hay que tener la precaucion si
se trabaja con plasma de no utilizar como agente quelante &cido etilendiamintetraacético
(EDTA) puesto que inactiva a la enzima. Por otro lado, seria el método de eleccion para
un laboratorio dedicado solo a la medida de la DBH sérica en humanos. Dada la gran
estabilidad de la enzima, las muestras tanto de suero como de plasma pueden
almacenarse a —20 °C durante al menos 3 meses sin ningun deterioro de la actividad
enzimatica.

10.3.3. Valores de actividad de la DBH sérica.

Las comparaciones directas de los resultados de estudios independientes son
dificiles debido a la variacion en los métodos, sustratos y la forma de expresar los
resultados. Generalmente, los experimentos pueden ser expresados como actividad
enzimatica a 37°C en umol de octopamina formados/min de incubacion/L de suero (Ul),
nmol/hr/ml, nmol/20 min/ml. Se conoce que las actividades enzimaticas medias en
animales adultos son de 10 a 100 veces menores que las encontradas en sangre de
adultos humanos. Segun Nagatsu y Udenfriend (1972) los valores medios en adultos
sanos son de 41.9 + 26.4 Ul (hombres) y 43.8 + 28.5 Ul (mujeres).

10.3.4. Fuentes y destino de la DBH sérica.

La DBH esté localizada en las vesiculas sinapticas adrenérgicas (Oka y cols,
1967; Kemper y cols, 1987). Las contribuciones de la médula adrenal y de las
terminaciones simpéaticas a la DBH circulante tan s6lo se han estudiado en ratas
(Geffen, 1974). Sin embargo, las caracteristicas bioquimicas e inmunolégicas de la
DBH sérica son similares a las de la enzima en la médula adrenal. A pesar de esto, la
similitud bioquimica de la DBH sérica en tejidos solidos no prueba que la fuente de la
enzima circulante sea la neurona adrenérgica o la médula adrenal (Weinshilboum,
1978). Se ha asumido, tras estudios in vitro de estimulacion de médula adrenal, que s6lo
la DBH “soluble” y no la unida a la membrana es la que se libera por exocitosis. Hay
muy poca informacion disponible respecto a la fuente, vida media y destino de la DBH
sérica. Mediante el uso de anticuerpos contra DBH en animales se ha estimado que la
vida media en ratas adultas Sprague-Dawley es aproximadamente 4 dias. Sin embargo,
Rush en 1972 estableci6 una vida media de 3 h en ovejas utilizando DBH ovina
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purificada marcada con **I. Posteriormente en 1977, Geyer y cols, postularon que esta
vida media tan corta podria corresponder a la fase de redistribucién de la enzima
inyectada. Los datos de DBH sérica humna, en cuanto a origen y vida media no se han
establecido con precision, aunque se acepta que la vida media de la DBH es mucho
mayor que para catecolaminas.

10.3.5. Edad y sexo en humanos.

Los niveles de DBH sérica son muy bajos al nacer pero se incrementan durante
el crecimiento (del primer al tercer afio de vida) y el desarrollo (Weinshilboum, 1978;
Geffen, 1974). Por otro lado, no se han establecido hasta la fecha diferencias
significativas en cuanto al sexo (Weinshilboum, 1971A).

10.3.6. Efectos de la herencia sobre la DBH.

Diferentes estudios de determinacion de la actividad de la DBH sérica en
diferentes sujetos con enfermedades genéticas (enfermedades disautonémicas)
sugirieron que la herencia puede jugar un papel en la actividad de esta enzima. En la
actualidad se conoce que un locus Unico de un alelo de baja actividad, DBH", es el
responsable de al menos la mitad de las variaciones en la actividad enzimatica de la
poblacion total (Weinshilboum, 1978). La actividad de la DBH plasmatica varia
generalmente entre individuos, y un subgrupo de la poblacion tiene niveles bajos de
actividad (Weinshilboum, 1978; Zabetian, 2001). Este polimorfismo ha sido estimado
como responsable de entre 50 y un 75% de las variaciones de la actividad de la DBH
sérica en humanos. En la actualidad se conoce que el gen de la DBH en humanos tiene
aproximadamente 23 Kb, que esta compuesto de 12 exones y existe como un unico gen
en el genoma y esta localizado en el cromosoma 9934 (Kobayashi y cols, 1989; Craig y
cols, 1988). Dentro de los polimorfismos del gen de la DBH se ha encontrado un
polimorfismo de un dnico nucleétido (SNIP) en la posicidon 444 del cDNA en el exon 2
(Kobayashi, 1989) que esta asociado con diferencias en la DBH plasmatica (Cubells y
cols, 1998).

10.3.7. Ritmo circadiano.

En estudios con ratas se ha observado que el ritmo de secrecion es de 24 h
aungue puede variar entre cepas. Asi por ejemplo, en ratas macho Holtzmann de 50
dias, la actividad sérica de DBH es casi 2 veces mas grande a las 4 de la madrugada que
en cualquier otro momento del dia. Sin embargo, no aparece pico de actividad
enzimatica en la fase oscura en ratas Berkeley S1 de 50 o 112 dias (Banerji, 1975). con
un descenso de un 10% en la actividad entre la medianoche y las 4 de la madrugada.

10.3.8. Farmacos y efectos hormonales.

En estudios con animales se ha observado que la glandula adrenal y la hipofisis
posterior podrian jugar un papel importante en la actividad sérica de la DBH puesto que
después de la eliminacion de la pituitaria la actividad sérica se incrementa (Freedman y
cols, 1973). En humanos, se han encontrado resultados Ilamativos en la actividad sérica
en pacientes con dafio en la glandula tiroidea o después de un tratamiento con hormona
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tiroidea o con farmacos que alteran la funcion tiroidea. Los estudios revelan que los
pacientes con hipertiroidismo poseen niveles de DBH sérica inferiores en un 50 % si se
compara con controles sanos (Noth y cols, 1974).

10.3.9. Efectos del estrés.

Inicialmente se pensd que se producirian cambios rapidos de gran magnitud en
la actividad de la DBH en respuesta al estrés agudo. Sin embargo, no se encontrd
ningin cambio en la DBH en ninguno de los experimentos que se disefiaron para
evaluar esta hipdtesis (Weinshilboum, 1978). Curiosamente existen 2 estudios en perros
donde se evalla el efecto de una hemorragia aguda sobre la DBH. En uno de ellos, se
observéd que la adrenalina y noradrenalina plasmatica se incrementaron de forma
significativa después de la hemorragia y sin embargo, el incremento en la DBH no fue
significativo y en el otro, se observa que a pesar de que los niveles de catecolaminas
aumentan 10 veces tras la hemorragia, la DBH sélo se dobla (Cubeddu, 1977).

En un estudio realizado por nuestro grupo (Arnaiz y cols, 1978), se observd que
cuando se sometia agudamente a diferentes especies animales a una atmodsfera
estresante de CO,, los valores de DBH sérica, eran indicadores de la actividad
simpatica.

10.3.10. DBH sérica en diferentes enfermedades.

En la década de los 70, el conocimiento de esta enzima cobr6 gran interés puesto
que se especuld que sus niveles en el SNC podria reflejar cambios neuronales
relacionados con la patogénesis de enfermedades como la esquizofrenia (Stein, 1971) y
otras enfermedades psiquiatricas. Parece ser que en este tipo de enfermedades, los
niveles de DBH estan disminuidos (Goldstein y cols, 1971). Segin Wei y cols (1997) el
polimorfismo de guanina y timina (GT) repetido en el locus de la DBH humana podria
ser un importante marcador de la predisposicion de algunos individuos a sufrir
enfermedades mentales.

También se ha estudiado con profundidad esta enzima en pacientes hipertensos.
No se ha encontrado una correlacion de la DBH con la presion sanguinea o los valores
de catecolaminas basales y tampoco se han demostrado diferencias en los valores de
DBH entre los pacientes con hipertension esencial y los normotensos (Weinshilboum,
1978). Sin embargo, en pacientes con hipertension asociada a dafio del parenquimal
renal se produce un descenso en la actividad de la DBH (Stone, 1974). Por otro lado, en
pacientes con fallo cardiaco obstructivo se ha descrito un descenso en la actividad de la
DBH sérica (Horowitz, 1978).

Se han mostrado resultados contradictorios después de estudios con pacientes
sometidos a tratamientos con B-blogueantes (propranolol). Por un lado, se describié que
no habia cambios tras 3 semanas de tratamiento y por otro, que habia un pequefio
incremento en la actividad de la DBH (Weinshilboum, 1978). Ambos estudios fueron
realizados en pacientes hipertensos.
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10.4. VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS RECEPTORES g
EN PACIENTES:

La respuesta adrenérgica puede estar alterada en una gran variedad de
desordenes clinicos. Estas alteraciones pueden resultar de cambios en la funcion del
sistema venoso, de la concentracion de catecolaminas o de cambios en los receptores
adrenérgicos (Motulsky y cols, 1982). Asi por ejemplo, Szentivanyi en 1968 fue el
primero en proponer que algunas enfermedades atopicas (particularmente el asma)
podian ser causadas por un desequilibrio en el receptor adrenérgico, con incremento de
los receptores a y descenso de los receptores . También se ha observado un descenso
en la respuesta a los agentes fB-adrenérgicos en pacientes con eczema atopico. Una
explicacion para la funcién alterada del receptor en enfermedades atopicas es que los
anticuerpos estan dirigidos contra los receptores B, adrenérgicos en algunos pacientes
con enfermedades atdpicas (Venter y cols, 1980); los pacientes con fibrosis quistica
tienen disminuida la habilidad para responder a la estimulacion B-adrenérgica (Davis y
cols, 1978); en la insuficiencia cardiaca cronica, el nimero de receptores B estd
disminuido, presumiblemente por regulacion a la baja (dow-regulation) producido por el
aumento de la noradrenalina endogena (Brodde, 1993; Vatner y cols, 1999; Post y cols,
1999; Dzimiri, 1999). También se ha observado en la insuficiencia cardiaca un aumento
de las proteinas Gi miocardicas (Neumann y cols, 1989) y que el hipoparatiroidismo
tipo | es causado por la pérdida genética de la subunidad o de Gs (Farfel y cols, 1999).

Por otro lado, los corazones de diabéticos muestran descenso en la respuesta a la
estimulacion por agonistas p-adrenérgicos. Este descenso en la actividad puede ser
debido a cambios en la expresion/sefializacion de los receptores -adrenérgicos (Dinger
y cols, 2001), ya que se ha demostrado que la expresion de los receptores 31 disminuye
mientras que la de los B3 aumenta en corazones de ratas diabéticas (Dinger y cols, 2003).

En patologias hepéticas, y en la cirrosis en particular, donde el SN vegetativo
juega un papel importante, el papel de los receptores [ adrenérgicos no estd bien
definido y la investigacion reciente necesita saber del estado de estos receptores. De
manera que, expondré de forma mas detallada aquellos aspectos relacionados con la
cirrosis y el papel del sistema adrenérgico y su control en el desarrollo y tratamiento de
la hipertension portal en pacientes cirréticos.

11. CIRROSIS HEPATICA:

La cirrosis constituye la sexta causa de muerte en adultos y octava en el ranking
de coste econdmico (Monthly, 1995) y se acompafia de un espectro de manifestaciones
clinicas caracteristicas. Los hallazgos patoldgicos reflejan un dafio crénico e irreversible
del parénquima hepatico y consisten en fibrosis extensa acompafiada de la formacion de
nodulos de regeneracion. Estos rasgos son consecuencia de la necrosis de hepatocitos,
del colapso de la red de soporte de reticulina con posterior depdsito de tejido
conjuntivo, de la distorsion del lecho vascular y de la regeneracion nodular del
parénquima hepatico restante. El proceso lesivo puede considerarse como la via final
comun de muchos tipos de lesion crénica del higado (Chung y Podolsky, 2001).

Las complicaciones mas significativas incluyen ascitis, peritonitis bacteriana
espontanea, sindrome hepatorrenal, encefalopatia hepatica y coagulopatia. La mayor de
estas complicaciones es el desarrollo de hipertension portal (HTP) (Sharara, 2001) que
practicamente desarrollan todos los pacientes con cirrosis, independientemente de su
etiologia.
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12. HIPERTENSION PORTAL (HTP):

12.1. INTRODUCCION:

Gilbert y Villaret fueron los primeros en acufiar el término de hipertension portal
en 1906 reconociendo la asociaciéon de ascitis y cirrosis (Gilbert y Villaret, 1906).
Estudios hemodinamicos en los afios 30 y 40, continuados hasta la actualidad, llevaron a
un mejor conocimiento de la fisiopatologia de la HTP (Li y Henderson, 2001).

Hoy en dia se sabe que es un sindrome clinico comdn asociado con dafio
hepatico crénico (Cahill y cols, 2001) y se caracteriza por un incremento en la presion
sanguinea en el sistema venoso portal (Wolf, 1999) por encima de un valor critico de 12
mmHg (Cahill, 1999; Li y Henderson, 2001). Tomando como referencia cero la presion
atrial derecha, la presion venosa portal normal es aproximadamente 4-8 mmHg puesto
que la resistencia vascular en los sinusoides hepaticos es minima.

12.2. FISIOPATOLOGIA:

Inicialmente, se incrementa la presion portal en los cirréticos tras un incremento
en la resistencia vascular y un flujo portal elevado (Benoit y cols, 1985, Lebrec y
Moreau, 1999) aungue segun Bosch y cols, (2000), el factor primario es el incremento
de la resistencia vascular en el sistema portal méas que el incremento en el flujo
sanguineo. El incremento en la resistencia intrahepatica es consecuencia del efecto
compresivo sobre los sinusoides hepaticos de los nddulos de fibrosis y regeneracion
propios del higado cirrético y de la existencia en dichos sinusoides de elementos
celulares capaces de contraerse estrechandolos (Bathal y cols, 1985).

Dado que el sistema venoso portal carece de valvulas, la resistencia ejercida en
cualquier nivel del mismo, entre las cavidades cardiacas derechas y los vasos
esplacnicos, induce la transmision retrograda de la presion elevada, que favorece el
desarrollo de colaterales sistémicas portales para soslayar el incremento de la
resistencia. Cuando estos fenomenos tienen lugar, paralelamente se produce un
incremento del volumen plasmatico y un proceso de vasodilatacion del territorio
esplacnico incrementandose el flujo a dicho nivel agravando todavia mas la HTP
(Benoit y cols, 1986; Sikula y cols, 1985; Vallance y cols, 1991; Groszmann, 1994;
Stanley y Hayes, 1997; Gupta y cols, 1997; Gines, 1998). Entre los mediadores de la
vasodilatacion esplacnica se ha postulado el glucagon (Sell y cols, 1991; Teramoto y
cols, 1994; Aquilar y cols, 1994), los acidos biliares (Wu y cols, 1987), factores
vasoactivos paracrinos producidos por el endotelio vascular como el &cido nitrico y
prostaciclinas (Bruix y cols, 1985; Guarner y cols, 1992; Teramoto y cols, 1994;
Sitzman y cols, 1994; Ohta y cols, 1995)

Diversos autores han propuesto la existencia de una vasodilatacion general y en
territorios especificos como el esplacnico como el principal factor que explicaria las
bajas presiones arteriales y los incrementos del flujo sanguineo cutaneo encontrado en
pacientes con cirrosis descompensada y el elevado gasto cardiaco (Murray y cols, 1958;
Kontos y cols, 1964; Ring-Larsen y cols, 1982; Bernardi y cols, 1983).

Diferentes estudios experimentales sugieren un posible papel de las
prostaglandinas (Hamilton y cols, 1982; Guarner y cols, 1992), del incremento de la
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actividad de la 6xido nitrico sintasa dependiente de Ca®** (Wiest y cols, 1999), de
cambios en la respuesta a catecolamina y en la actividad del SNS (Lunzer y cols, 1973,
Ramond y cols, 1986; Henriksen y cols, 1994), de la endotelina (Moore y cols, 1992;
Mller, 1996; Reichen, 1999; Gerbes y cols, 1998), de la angiotensina Il (Bosch y
Garcia-Pagéan, 2000) y del factor de necrosis tumoral o, (TNF-a) (Ferrari, 1999).

12.2.1. Mecanismos implicados en la fisiopatologia de la hipertension
portal: (Bosch y Garcia-Pagan, 2000).

La figura 8 recoge los mecanismos implicados en la fisiopatologia de la HTP descritos
por Bosch y Garcia-Pagan en el 2000.

Perturbaciones en la Alteraciones funcionales (elementos
arquitectura (fibrosis, contractiles sinusoidales y extrasinusoidales)
trombosis vascular..)

N

T Resistencia hepética

Hipertension portal

Vasodilatacion esplacnica

~N

T Flujo sanguineo portal Hipovolemia y reduccion
del volumen central

Activacion de sistemas
vasoactivos endogenos
(noradrenalina, angiotensina)

Figura 8. Mecanismos implicados en la fisiopatologia de la HTP.
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12.3. BASES RACIONALES PARA LA TERAPIA
FARMACOLOGICA DE LA HTP:

El gradiente de presion portal a lo largo del sistema venoso portal es el resultado

de la relacion entre el flujo sanguineo portal y la resistencia vascular que se opone a ese
flujo. Esta relacion esta definida por la Ley de Ohm en la siguiente ecuacion:
GPVH = Q x Rv donde GPVH es el gradiente de presion portal (diferencia entre la
presion portal y la presion en la vena hepatica/ vena cava inferior), Q es el flujo
sanguineo dentro del sistema venoso portal (que en la HTP incluye colaterales
sistémicas portales) y Rv es la resistencia vascular del sistema venoso portal.

La presion portal puede reducirse con farmacos que o bien disminuyen la
resistencia vascular portohepatica, el flujo sanguineo portal, la volemia o una
combinacidn de estos parametros (Bosch y cols, 1999; Garcia-Pagéan y cols, 1999).

13. VARICES ESOFAGICAS:

13.1. FORMACION:

La hipertension portal progresiva tiende a la apertura de venas colaterales
portosistémicas (Wolf, 1999). La méas importante drena hacia el sistema acigos via
venas esofagicas desde la vena géastrica izquierda (vena coronaria) y la vena esplacnica
(via de las venas gastricas cortas) dando lugar al desarrollo de varices gastroesofagicas
(Geraghty y cols, 1989). La ausencia de vélvulas en el sistema porta facilita el flujo
retrogrado (hepat6fugo) de la sangre desde el sistema venoso porta de presion elevada a
la circulacion venosa sistémica, cuya presion es mas baja (figura 9). Los principales
lugares en que se establece flujo colateral son las venas situadas alrededor del recto
(hemorroides), y la union cardioesofagica (varices esofagogastricas) (Chung y
Podolsky, 2001)
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Figura 9. Representacion esquematica de la formacion de varices esofégicas (tomado de Netter, 1981).

Para que se desarrollen varices esofagicas es necesario un gradiente de presion
minimo entre la vena porta y la vena suprahepatica de 12 mmHg (Viallet y cols, 1975 ;
Garcia-Tsao y cols, 1985; Groszmann y cols, 1990; Bosch y Garcia-Pagan, 2000;
Vlachogiannakos, 2000).

Hasta 1/3 de los pacientes cirrGticos compensados desarrollara varices
comparado con el 60-80% de los pacientes descompensados (Silverstein, 1981;
Graham, 1981; Morgan, 1988; Feu y cols, 1995; D"Amico y cols, 1995 y 1997;
Vlachogiannakos, 2000).

13.2. FRECUENCIA DE PRESENTACION (Y/O FORMACION):

Las varices esofagicas estan presentes en el 60% de los pacientes con dafio
hepatico cronico (Garcia-Tsao, 2000). Sin embargo, su presencia depende de la
severidad del dafio hepético; de manera que, las varices se forman en el 40 % de los
pacientes con Child A, 65% de los pacientes con Child B y un 85 % de los pacientes
con Child C (Pagliaro y cols, 1994).

La incidencia de nuevas varices es del 8% al afio segun Pagliaro y cols, 1992 y
1994 y Christensen y cols (1980), mientras que Gentilini y cols (1997) mostraron una
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incidencia de 35% a los 3 afios y 57% a los 5 afios en un grupo de cirrosis post-viral.
Una mayor incidencia (50% a los 2 afios) fue descrita por Calés y cols (1990) en un
estudio donde se incluy6 un alto porcentaje de pacientes con cirrosis post-alcohdlica.

13.3. EPIDEMIOLOGIA DEL SANGRADO POR VARICES
ESOFAGICAS:

El sangrado por varices gastroesofagicas es la principal causa de morbilidad y
mortalidad en pacientes con cirrosis e hipertension portal (Graham y cols, 1981;
Schlichting y cols, 1983; Burroughs, 1991 y 1992; Nevens y cols, 1996; Sharara, 2001).

Este sangrado ocurre cuando la tensién ejercida sobre la pared delgada de las
varices sobrepasa un valor critico (Garcia-Tsao y cols, 1985; Polio y cols, 1986; Rigau
y cols, 1989). De hecho, se ha demostrado que una reduccién en el gradiente de presién
portal por debajo de 12 mmHg protege a los pacientes frente al sangrado y esta
relacionado con la supervivencia (Groszmann y cols, 1990; Casado y cols, 1998).

Un tercio de los pacientes con varices esofagicas sangrara los 2 primeros afios
(Gores y cols, 1989; Groszmann y cols, 1990). El sangrado por varices se detiene
espontaneamente en el 60-70%. La mortalidad del sangrado inicial es del 30-70%
(Graham y cols, 1981).

Los pacientes que sobreviven al episodio inicial tienen un riesgo de resangrado
del 80% a los 2 afios (Kennedy y cols, 2002) y del 70% al afio (D"Amico y cols, 1995).
De hecho, el resangrado ocurre en el 30-40% en 2-3 dias y el 60% a la semana
(Silverstein y cols, 1981; Graham y cols, 1981).

13.4. FACTORES DE RIESGO IMPLICADOS EN EL EPISODIO
INICIAL DE SANGRADO POR VARICES:

(Garcia-Pagén y cols, 1999; Bosch y Garcia-Pagan, 2000; Sharara, 2003).

Se han identificado los siguientes factores de riesgo de sangrado por varices esofagicas
en pacientes cirréticos con HTP.

1. Diémetro de las varices: el riesgo en varices pequefias es de 15% y en varices
grandes es del 20 al 30% en 1 afio.

2. Marcas rojas en las varices durante la endoscopia.

3. Gradiente de presion venoso portal mayor de 12 mmHg

4. Mala funcion hepética (grado de Child-Pugh elevado) y dafio continuado en el

tejido hepatico (ej: abuso de alcohol).

Recuento de plaquetas menor a 134.000/mm?®.

Actividad de protrombina menor del 80% .

7. Presencia de varices gastricas .

oo
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14. PROFILAXIS DEL SANGRADO POR VARICES
ESOFAGICAS:

14.1. PROFILAXIS 1" DEL SANGRADO POR VARICES
ESOFAGICAS:

El tratamiento preventivo del sangrado por varices esofagicas (profilaxis
primaria), esta dirigido a aquellos pacientes que nunca han sangrado pero que poseen
varices y su riesgo de hemorragia en los primeros 2 afios es del 20-35% (Poynard y cols,
1991; D"Amico y cols, 1999). Los farmacos B-bloqueantes no selectivos (propranolol,
nadolol y timolol) son la terapia de eleccion para la profilaxis primaria de sangrado por
varices esofagicas y en la prevencion secundaria de nuevos episodios (Lebrec y cols,
1988; Pagliaro y cols, 1992; Binmoeller y Borsatto, 2000; Kennedy y cols, 2002;
Garcia-Pagan y cols, 2003; Sharara y cols, 2003). Los B-bloqueantes han mostrado ser
efectivos independientemente de la causa y de la severidad de la cirrosis, la presencia de
ascitis y tamano de las varices (Poynard y cols, 1991).

Los modelos experimentales de HTP han mostrado que el tratamiento temprano
con propranolol (antes de que se formen las colaterales) disminuye el desarrollo de
colaterales (Colombato y cols, 1991; Sarin y cols, 1991; Lin y cols, 1991). Ademas, los
pacientes cirroticos sin varices parecen responder a los B-bloqueantes con una reduccion
en la presion portal mayor que en pacientes con varices, como se demostré en un
estudio con timolol (Escorsell y cols, 1997). Particularmente, el propranolol es el
farmaco que guarda la mejor relacion coste efectividad en la profilaxis frente al
sangrado de varices en todos los grupos de riesgo de pacientes cirréticos con varices
esofagicas (Teran y cols, 1997).

14.2. PROFILAXIS 2°RA DEL SANGRADO POR VARICES
ESOFAGICAS:

Esta dirigida a aquellos pacientes cirréticos y con hipertension portal que han
sufrido algun episodio de sangrado por varices esoféagicas y con un riesto importante de
resangrado que afecta a 2/3 de los pacientes en las 6 primeras semanas después del
sangrado inicial (Graham y cols, 1981; Smith y cols, 1982). Para la prevencion del
sangrado recurrente por varices esofagicas, el tratamiento de eleccion son los j-
blogueantes no selectivos (propranolol) (Bernard y cols, 1997A y B; Garcia-Tsao, 2000;
Gournay y cols, 2000; Sharara, 2001). En 1980, Lebrec y cols, demostraron que el
propranolol reducia la presion portal en pacientes con cirrosis e hipertension portal y
mostro la eficacia para prevenir el resangrado gastrointestinal. EI metanalisis realizado
por Bernard y cols, en 1997 (Bernard y cols, 1997B); mostr6 que, a pesar de que los f3-
bloqueantes eran efectivos tanto para la profilaxis 1*"® como 2% incrementando la tasa
de supervivencia a largo plazo, especialmente en los pacientes mas graves.
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15. TRATAMIENTO DE LA HTP CON B-
BLOQUEANTES NO SELECTIVOS:

La capacidad de los B-bloqueantes para disminuir el flujo sanguineo esplacnico
se conoce desde los afios 60 (Price, 1967) pero no fue hasta 1980 cuando Lebrec y cols,
mostraron que el propranolol por via oral reducia la hipertension portal (HTP) en
pacientes con cirrosis y en 1981 cuando afirmo6 que reducia el sangrado gastrointestinal
en pacientes cirroticos (Lebrec y cols, 1980 y 1981). Pascal y cols también establecieron
en 1987 el papel de los B-bloqueantes no selectivos para la profilaxis 1°™.

Los farmacos B-blogueantes ejercen su accion de manera combinada. El bloqueo
de los receptores B; a nivel cardiaco provoca una reduccién del gasto cardiaco con la
consiguiente disminucion de la presion arterial y activacion simpética refleja, que
produce vasoconstriccion esplacnica debido al estimulo de los receptores o-
adrenérgicos por la noradrenalina. El bloqueo de los receptores [, origina una
vasoconstriccion esplacnica en los vasos del territorio mesentérico y periférico por la
eliminacion de la vasodilatacion mediada por los receptores B, en este territorio (Hillon
y cols, 1982; Lebrec, 1982; Bosch y cols, 1984; Feu y cols, 1991; D"Amico y cols,
1999; Sharara y cols, 2001; Merli y cols, 2003). De manera que la accion de ambos
efectos provoca disminucion del flujo sanguineo, de la presion portal, de la presion de
las varices y del flujo sanguineo acigos (que es un indice de flujo sanguineo colateral
gastroesofagico) (Bosch y cols, 1985; Garcia-Pagan y cols, 1990; Feu y cols, 1991 y
1993) ademas de la reduccion de la presion venosa hepatica enclavada e incremento de
la presion venosa hepatica libre originando por tanto una reduccion en el gradiente de
presion venoso hepatico (Tadashi y cols, 1998).

En la figura 10 se representan las acciones mediadas por la activacién de los
receptores adrenérgicos y en la figura 11 se observa como el propranolol bloquea los
receptores [, adrenérgicos, inhibiendo la vasodilatacion, de manera que no aumenta el
flujo sanguineo portal, disminuyendo el riesgo de sangrado por varices esofagicas. Por
otro lado, el propranolol bloquea los receptores B; adrenérgicos originando una
disminucion del gasto cardiaco y de la presion arterial. Este bloqueo de los receptores 3
provoca una activacion refleja nerviosa con la consiguiente liberacion de adrenalina y
noradrenalina. Dichas sustancias, actan sobre receptores adrenérgicos o, B1y P2. Pero,
al estar los receptores B; y B2 bloqueados por propranolol, el efecto de la activacion
simpética refleja se manifestara sobre todo como estimulo o, provocando aumento de la
vasoconstriccion y disminucién del flujo sanguineo portal.
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Figura 10. Representacion de las acciones mediadas por la activacion de los receptores adrenérgicos.
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Figura 11. Accion de los farmacos B-bloqueantes no selectivos. NA: noradrenalina; A: adrenalina; VC:
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En 1982, Hillon y cols, observaron que el bloqueo de los receptores B1 y B2
adrenérgicos con propranolol producia una mayor caida en la presién portal que el
bloqueo selectivo de los receptores 31 con atenolol. La diferencia entre ambos efectos se
atribuyo al bloqueo adicional de los adrenoceptores [, vasodilatadores dentro de la
circulacién arterial hepatica y esplacnica (Richardson y Withrington, 1981). Este hecho
ha sido comprobado tanto en animales (Bilski y cols, 1980) como en voluntarios
humanos sanos (Fitzgerald y cols, 1982).

15.1. EVALUACION DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO
FARMACOLOGICO:

En 1967, Price y cols, hipotetizaron un estado de heterogeneidad de los [,
adrenoceptores en las areas esplacnicas y extraesplacnicas de algunos pacientes menos
susceptibles al bloqueo de los B, adrenoceptores por el propranolol, mediante estudios
de las variaciones en la velocidad de flujo e incrementos en el indice de pulsatilidad en
la arteria mesentérica superior y en la femoral.

Viallet y cols, en 1975, encontraron que un gradiente portohepatico menor de 12
mmHg era indicador de la disminucion del riesgo de sangrado en las varices. Una
reduccion en el gradiente hasta 12 mmHg o un descenso del 20% respecto al gradiente
basal tras la administracion de un bolus iv (0.15 mg/kg peso) o la administracion oral de
propranolol, protege ante el primer episodio de sangrado (Groszmann y cols, 1990; Feu
y cols, 1995; Garcia-Pagan y cols, 1999; Merkel y cols, 2000A y B; Escorsell y cols,
2000; Sharara, 2001; Bureau y cols, 2002).

En 1984, Bercoff y cols, trataron de evaluar la respuesta al bloqueo B-
adrenérgico con propranolol mediante el test del isoproterenol en pacientes con cirrosis.
Dicho test consiste en la administracion de 5 ml de bolus con dosis crecientes (0, 0.25,
0.5, 0.75, 1, 1.5, 2 y 2.5 ug) de isoproterenol en una vena del antebrazo a intervalos de
20 minutos. Al mismo tiempo se realizaba control electrocardiografico continuo antes y
después de cada administracion. La sensibilidad B-adrenérgica se expresa como la dosis
de isoproterenol que incrementa la frecuencia cardiaca en 25 latidos/minuto (ICzs)
(Fritsche y cols, 2000).

Siringo y cols, 1994, utilizan la ultrasonografia Doppler para el acceso no
invasivo al sistema portal puesto que permite la estimacién del flujo sanguineo venoso y
arterial. También sugirieron que algunos parametros Doppler tienen un valor pronéstico
y pueden ser Utiles en la evaluacién del riesgo de sangrado.

Feu y cols, en 1995, sugirieron la medida del GPVH como una herramienta Util
en la monitorizacion hemodindmica de los efectos farmacoldgicos. En la préactica
clinica, el GPVH, que es la presién de perfusion del higado, se estima como la
diferencia de presion entre la vena hepatica enclavada y libre (Garcia-Pagan y cols,
1999).

En 1995, Luca y cols, propusieron la medida no invasiva por eco-Doppler de los
cambios en el flujo sanguineo femoral después de la administracion aguda de
propranolol para evaluar la respuesta al propranolol en pacientes con cirrosis. Esta
técnica identifica a muchos pacientes con una respuesta pobre al propranolol. Sin
embargo, s6lo la mitad de los pacientes con una reduccion marcada en el flujo
sanguineo femoral tiene una reduccion clinica significativa (50% del valor predictivo
positivo). Por tanto, este test solo tiene valor predictivo negativo (Luca y cols, 1995).

Albillos y cols, 1997, sugieren la medida del Doppler-doble (cambios en el flujo
sanguineo portal o velocidad de flujo después del bloqueo ), como indicador predictivo
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para discriminar a los buenos y malos respondedores despues de la administracion
aguda (Albillos y cols, 1997), pero no a largo plazo (Merkel y cols, 1998) de los -
bloqueantes no selectivos. Entre los inconvenientes de estas medidas hay que destacar
gue tienen mucha variabilidad para estimar la respuesta (Sabba y cols, 1990).

Segun Tadashi y cols, 1998, la velocidad de flujo de la arteria mesentérica
superior y el indice pulsatil de dicha arteria, pero no la velocidad de flujo y el indice
pulsatil de la arteria femoral son parametros Utiles no invasivos en la prediccion de la
presion portal en respuesta a la administracion iv propranolol (0.10 mg/Kg peso). Se ha
observado que la administracién de propranolol produce una reduccion marcada en la
velocidad de flujo de la arteria mesentérica superior y esto estd asociado con un
incremento en el indice de pulsatilidad de la arteria mesentérica. Estos cambios son
mayores en los buenos respondedores que en los pobres. En contraste, la reduccion en la
frecuencia cardiaca y gasto cardiaco son similares tanto en los buenos como pobres
respondedores. Por tanto, el efecto del propranolol sobre el receptor ; adrenérgico
parece uniforme en los pacientes con cirrosis, pero el grado de blogueo B3, adrenérgico
logrado en la circulacion espldcnica estd disminuido en los pacientes con pobre
respuesta al GPVH (Tadashi y cols, 1998).

Nuevos trabajos (Feu y cols, 1991; Escorsell y cols, 1998B y 2000) sugirieron la
medida no invasiva de la presion de las varices, utilizando un indicador endoscopico
sensible a la presidn, como un indicador del sangrado de las varices. Segun este estudio,
una caida en la presion de las varices > 20% sobre la basal, estd asociada con un riesgo
muy bajo del sangrado de las varices en el seguimiento. Sin embargo, esta medida tiene
limitaciones puesto que sélo se puede aplicar a varices grandes. Entre las ventajas esta
que se puede aplicar a cualquier enfermedad que provoque hipertension arterial y
varices esofagicas (Rigau y cols, 1989), incluyendo HTP prehepética, mientras que el
GPVH solo esta indicado para la HTP sinusoidal.

En la actualidad, la medida mas comun utilizada para conocer si los pacientes
con hipertension portal van a responder al tratamiento con propranolol es la
determinacion del GPVH que se define como el gradiente entre la presion venosa
hepatica enclavada u ocluida y la presion venosa hepatica libre (gradiente normal < 5
mmHg) (Sharara, 2001). En la préactica clinica, a un paciente se le considera
respondedor cuando después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral se produce
una reduccion > 20% respecto al GPVH basal medido antes de iniciar el tratamiento o
se alcanzan niveles < 12 mmHg en el GPVH. Se sabe que una reduccion en el gradiente
hasta 12 mmHg o un descenso del 20% respecto al gradiente basal, protege ante el
primer episodio de sangrado (Viallet, 1975; Garcia-Tsao, 1985; Groszmann y cols,
1990; Feu y cols, 1995; Garcia-Pagan y cols, 1999; Escorsell y cols, 2000; Sharara,
2001; Bureau y cols, 2002). Sin embargo esto s6lo se consigue en el 30-50% de los
pacientes que reciben p-bloqueantes no selectivos como propranolol o nadolol (Bosch y
cols, 1984; Garcia-Tsao y cols, 1986; Groszmann y cols, 1990; Garcia-Pagan y cols,
1990 y 1992; Feu y cols, 1995; Sharara y cols, 2001). Es decir, entre un 50-70% de los
pacientes cirréticos con varices esofagicas e HTP no responden al tratamiento con
farmacos -bloqueantes no selectivos.

Con objeto de reducir el tiempo necesario para saber si un paciente es
respondedor o no al tratamiento con B-blogueantes, se han realizado diversos estudios
que tratan de evaluar la capacidad de predecir la respuesta a los B-bloqueantes antes
incluso de iniciar el tratamiento (Albillos y cols, 1997; Garcia-Tsao y cols, 1986;
Groszmann y cols, 1990; Escorsell y cols, 2000). Uno de estos estudios se ha realizado
en la Unidad de Digestivo del Hospital General Universitario de Alicante durante el
periodo 2001-2003 y en él se determina el GPVH basal, el GPVH tras 3 meses de
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tratamiento con propranolol oral al igual que Feu y cols, (1995) y agudamente tras la
administracion de un bolus iv de propranolol (0.15 mg/kg peso) con el propésito de
evaluar si la respuesta al propranolol de manera aguda es similar a la obtenida después
de 3 meses de tratamiento con propranolol oral logrando asi la rapida identificacion de
los pacientes no respondedores. En el marco de ese estudio se obtuvieron las muestras
sanguineas de los pacientes cirréticos con HTP para llevar a cabo este proyecto.

Los pacientes que tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral responden al
tratamiento, contintan con propranolol puesto que se ha demostrado que los f-
bloqueantes no selectivos reducen el riesgo de resangrado y mortalidad. Sin embargo, a
los pacientes que no responden a los B-bloqueantes, se cambia su tratamiento a alguna
de las alternativas disponibles.

No se conocen las causas o mecanismos por los que los pacientes cirroticos no
responden al tratamiento aunque se han postulado factores relacionados con el paciente
(grado de dafio hepatico, tamafio de las varices, presencia de marcas rojas en las
mismas), factores farmacocinéticos (diferencias en la absorcion, distribucion o un
elevado efecto de primer paso) y farmacodinamicos como disminucion en el nimero de
receptores (Garcia-Pagan y cols, 1992), fendmenos de down-regulation (Gerbes y cols,
1986) y polimorfismos genéticos (Dishy y cols, 2001). Dado que ninguno de estos
factores parece explicar con claridad las causas por las que los pacientes no responden
al tratamiento con propranolol, nuestro equipo se planteo el estudio de este fendmeno
evaluando la funcionalidad de los receptores 3,-adrenérgicos.

15.2. IMPORTANCIA DE LA IDENTIFICACION DE PACIENTES
NO RESPONDEDORES AL TRATAMIENTO CON
PROPRANOLOL.:

Desde un punto de vista clinico, es crucial conocer si los pacientes tratados con
propranolol van a responder al tratamiento, puesto que, al ser administrado como
tratamiento preventivo del sangrado por varices esofagicas, no podemos esperar al
primer episodio de sangrado para dilucidar su efectividad. Ademas, hay que tener en
cuenta los efectos adversos de estos farmacos; asi, D"Amico y cols, 1999, afirmaron que
un 15-20% de los pacientes poseen contraindicaciones tales como enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, psicosis, bloqueo auriculo-ventricular, dafios en la valvula aértica y
diabetes insulino dependiente en pacientes con historia anterior de hipoglucemia
(Garcia-Pagan y cols, 1999). También puede ocurrir que en algunos pacientes se
produzca un adecuado blogueo p-adrenérgico pero al menos un 30% de los pacientes no
consiguen una reduccién en la presion portal hasta el nivel requerido para evitar el
sangrado (GPVH < 12 mmHg)(Garcia-Tsao, 1986; Garcia-Pagan, 1990; Bosch y cols,
1993). Tambiéen se ha observado en algunos casos una reduccién variable de la presion
portal de los pacientes respondedores al tratamiento (Groszmann, 1990; Feu y cols,
1995). Por tanto, es importante identificar a los pacientes no respondedores al
tratamiento con el fin de evitar el sangrado por varices esofagicas y los posibles efectos
adversos derivados del tratamiento con estos farmacos.
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15.3. ALTERNATIVAS AL TRATAMIENTO FARMACOLOGICO
CON PROPRANOLOL.

Puesto que no todos los pacientes responden al tratamiento con propranolol
(Merkel y cols, 2000A; Groszmann y cols, 1990), se han sugerido diferentes
tratamientos tanto para la profilaxis 1*"* como 2*" del sangrado por varices esofagicas
en los pacientes no respondedores. Asi por ejemplo, se ha ensayado con carvedilol que
es un B-blogueante no selectivo con actividad oy intrinseca y se ha visto que la
administracion aguda de carvedilol induce un marcado descenso en el gradiente de
presion portal (Garcia-Pagan y cols, 1999) aunque todavia son necesarios nuevos
estudios a largo plazo antes de recomendar su empleo.

También se ha ensayado con prazosin, un antagonista adrenérgico o que reduce
la presion portal en pacientes con cirrosis (Albillos, 1994) y puede tener un efecto
sinérgico cuando se asocia con propranolol, pero incrementa la actividad plasmatica de
renina y favorece la retencion de agua y sodio (Albillos, 1995). En 1998, Albillos y
cols, observaron que la combinacién de propranolol con prazosina producia un efecto
reductor de la presion portal mayor que la combinacion de propranolol y mononitrato de
isosorbide (ISMN).

También se ha ensayado con espironolactona, puesto que disminuye el gradiente
de presion venoso hepatico (GPVH) en pacientes con cirrosis. Segun los trabajos de
Garcia-Pagan y cols, (1994), Nevens y cols, (1996) y Merckel y cols, (2003), la
administracion de espironolactona crénica disminuye de forma efectiva la presion de las
varices y por tanto, segun estos autores, la combinacion de propranolol y
espironolactona merece mayor estudio como terapia profilactica de la hemorragia por
varices (Nevens y cols, 1996).

Otra alternativa al empleo de B-blogueantes no selectivos la constituye el
tratamiento endoscopico. La escleroterapia reduce el riesgo de sangrado recurrente
desde un 65% a un 30-35% en 1 afio, pero sin embargo, no mejora la supervivencia
(Laine y cols, 1993; Lo y cols, 1995), aunque un metanalisis mostr6 que la
escleroterapia y los B-blogueantes no selectivos son equivalentes con respecto al riesgo
de sangrado recurrente y tasa de supervivencia (Bernard y cols, 1997B). La ligadura en
bandas de las varices esoféagicas ha emergido como el método endoscépico de eleccion
segun Villanueva y cols, 2001. Segun sus estudios, la ligadura en bandas es superior al
placebo y parece ser tan efectivo como el propranolol en la prevencion del sangrado por
varices. También se ha comparado la escleroterapia sola con la escleroterapia + -
blogueantes, y se observo que el tratamiento combinado es significativamente mejor
que la escleroterapia o los B-bloqueantes solos en la prevencion del resangrado
(D"Amico y cols, 1995).

Otra opcion es la aplicacion de un shunt transyugular intrahepatico (TIPS). Esta
alternativa es mas efectiva que la terapia endoscépica para la prevencion del sangrado
recurrente segin Sanyal y cols, 1997; Jalan y cols, 1997 y Rossle y cols, 1997; Escorsell
y cols, 1998A, compararon los pB-bloqueantes + ISMN con TIPS y observaron que el
resangrado fue mayor con la terapia farmacolégica, pero, sin embargo, no existen
diferencias en la mortalidad por sangrado incrementando el riesgo de mortalidad por
cualquier causa.

Sin duda, la alternativa farmacoldgica que mas se ha estudiado ha sido el empleo
de nitratos vasodilatadores. Diferentes estudios han mostrado que la reduccion en el
GPVH puede ser incrementada por la combinacion de B-bloqueantes con nitratos que
pueden disminuir la resistencia elevada al flujo de la cirrosis hepética y la circulacion

46



Introduccion

portocolateral (Navasa y cols, 1989; Garcia-Pagan y cols, 1991; Villanueva y cols,
1996, D"Amico y cols, 1999). Ahora bien, si los vasodilatadores deben ser usados como
monoterapia 0 en combinacion con los B-bloqueantes para la profilaxis 1*" del
sangrado por varices esofagicas es controvertido (Sharara, 2003): algunos autores (Polio
y cols, 1986; Rigau y cols, 1989; Escorsell y cols, 1996) mantienen que el ISMN
disminuye significativamente la presion de las varices en pacientes con cirrosis y que
puede ser el farmaco indicado en pacientes con contraindicaciones o efectos adversos a
B-bloqueantes (Angélico y cols, 1993; Bosch y Garcia-Pagan, 2000). Sin embargo, un
estudio reciente de Garcia-Pagéan y cols, 2003, no muestra diferencias en la efectividad
de la asociacion frente a los B-blogueantes administrados en monoterapia. Estas
diferencias entre estudios pueden ser debidas al tipo de farmaco usado (propranolol o
nadolol), dosis de farmaco o tiempo de seguimiento; pero sin embargo, el factor
determinante entre estudios es el tipo de pacientes que se incluyen en el estudio (varices
de tamaiio medio o grande frente a varices de cualquier tamafo). El problema del
empleo de nitratos es que los estudios a largo plazo sugieren que la mortalidad es mayor
en pacientes tratados con ISMN en monoterapia (Angélico, 1997) puesto que al ser un
potente agente vasodilatador empeora el estado vasodilatador de los pacientes cirroticos
(Salmeron, 1993; Angélico, 1997; Groszmann, 1998; Gournay Yy cols, 2000) y altera la
funcién renal o retencion de sodio en pacientes con o sin ascitis (Vorobioff y cols,
1993). Sin embargo, estudios recientes muestran que el uso a largo plazo de propranolol
+ ISMN no deteriora la funcion renal ni empeora el control de ascitis ni incrementa la
mortalidad, indicando que esta combinacién terapéutica es segura pudiendo ser una
buena alternativa para la prevencion del resangrado (Garcia-Pagan y cols, 2003).

Ninguna de las alternativas descritas ha demostrado en monoterapia una eficacia
y una eficiencia superior a la de propranolol por lo que éste ultimo continda siendo el
tratamiento de primera linea excepto en aquellos pacientes en los que su administracion
esté contraindicada. En cualquier caso, las alternativas aqui descritas han demostrado su
utilidad como tratamiento asociado a B-bloqueantes no selectivos para tratar a los no
respondedores.

16. FUNCIONALIDAD DEL SNA EN HTP:

16.1. RESULTADOS DE LOS TEST EN PACIENTES
CIRROTICOS:

Algunos autores han evaluado la funcion autondmica en estos pacientes
mediante test estandares cardiovasculares (Hendrickse y cols, 1992). Los resultados de
estos test han mostrado que el 60% de los pacientes cirroticos posee anormalidades de
la funcién refleja cardiovascular (Dillon y cols, 1994; Coelho y cols, 2001). Es decir,
independientemente de la etiologia, hay una alta prevalencia de la disfuncion
autonomica en pacientes cirrdticos y estd relacionada con la severidad hepatica; el
mecanismo no se conoce (MacGilchrist y cols, 1990; Hendrickse y cols, 1992; Dillon y
cols, 1994; Kempler y cols, 1994; Zojajy y cols, 1994; Oliver y cols, 1997; Trevisani y
cols, 1999). Ante este hecho, algunos autores han propuesto que la anormalidad en los
reflejos autondémicos cardiacos es un predictor independiente de la mortalidad en
pacientes con dafio hepatico cronico (Puthumana y cols, 2001). También se ha
observado un intervalo QT cardiaco prolongado en pacientes con dafio hepético y es
independiente de la funcion cardiaca autondmica pero esta relacionado con la severidad
del dafo hepatico (Bernardi y cols, 1998; Puthumana y cols, 2001).
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16.2. NIVELES DE CATECOLAMINAS EN CIRROTICOS.

Esté bien establecido que la actividad del SNS (entendido como aumento de las
catecolaminas circulantes) esta incrementada en la cirrosis (Shaldon y cols, 1961; Ring-
Larsen y cols, 1982; Bichet y cols, 1982B; Arroyo y cols, 1983; Garcia-Pagan y cols,
1999). Este incremento en los niveles de catecolaminas circulantes es uno de los
factores mas importantes asociados a la hipertension portal (Arroyo y cols, 1983). El
significado de este incremento es incierto (Braillon y cols, 1992), aunque algunos
autores han establecido que las catecolaminas plasmaticas estdn elevadas como un
mecanismo reflejo de hiperactividad simpatica para compensar la vasodilatacion
(Kontos, 1964) y la presion sanguinea sistémica baja (Murray y cols, 1958; Epstein,
1996). Otros autores creen que el incremento en la secrecion de catecolaminas no es
consecuencia de una eliminacion hepatica disminuida (Henriksen y cols, 1987).

Ademas, se ha encontrado una estrecha relacion positiva entre el nivel de NA 'y
A circulante y la progresién de la enfermedad (Burghardt y cols, 1982; Arroyo y cols,
1983; Henriksen, 1981 y 1984A y B; Tage-Jensen y cols, 1988; Thornton y cols, 1988;
Braillon y cols, 1992; Bendtsen y cols, 1990 y 1991) y entre el aumento de NA y la
disminucion de la supervivencia (Henriksen y cols, 1998). También se ha observado
una relacién directa entre la NA plasmatica y la renina plasmatica, aldosterona y
vasopresina (Bichet y cols, 1982A; Arroyo y cols, 1983). Todos estos hechos sugieren
que los sistemas vasoconstrictores se encuentran activados y/o elevados y que por tanto,
estan implicados en los cambios hemodinamicos en estos pacientes.

16.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA DOPAMINA BETA
HIDROXILASA EN CIRROTICOS.

Poco se sabe de lo que acontece respecto a los cambios en la actividad de la
DBH en pacientes con dafio hepéatico. Rabinowitz y cols, 1979, estudiaron la actividad
de la DBH en 102 pacientes con diferentes grados de dafio hepatico, encontrando que la
actividad de la DBH no esta elevada de forma significativa en dichos pacients
comparado con los controles. De todas formas en este trabajo se observd una relacién
entre la cifra de bilirrubina toal y la actividad de la DBH, ya que cifras de bilirrubina
total > 5 mg/100 ml, se asociaban a valores reducidos de DBH (9.1 + 8.0 Ul).
Posteriormente, cuando se trata de buscar una correlacion con los valores de bilirrubina
directa, la posible relacion desaparece.
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17. RELACION ENTRE LOS RECEPTORES 8-
ADRENERGICOS Y LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO DE VARICES ESOFAGICAS:

Los mecanismos y razones por las que muchos pacientes no responden al
propranolol y a otros B-bloqueantes no selectivos como profilaxis del sangrado por
varices esofagicas no se conoce, aunque se han postulado diferentes causas. Segun
Caujolle y cols, 1988, las diferencias en la respuesta al propranolol no se relacionan con
la severidad del dafio hepético ni con la concentracion de propranolol. Se han propuesto
alteraciones farmacocinéticas de estos farmacos en estos pacientes (Arthur y cols, 1985;
Schepke y cols, 1999) aunque no esta bien definido el alcance de éstas. Por otro lado, se
han postulado alteraciones farmacodinamicas como disminucion y/o atenuacion en la
respuesta. Tambien existen evidencias que apoyan diferencias en el nimero de
receptores en pacientes cirréticos con ascitis severa y en ratas cirréticas (Gerbes y cols,
1986; Lee y cols, 1990). Gerbes y cols, observaron que en el grupo de pacientes
cirréticos, el nimero de sitios de unién por célula es significativamente mas bajo en
pacientes con ascitis severa que en los pacientes con ascitis moderada o sin ascitis. Los
autores propusieron una regulacion a la baja de los B-adrenoceptores como el factor
implicado en la respuesta hemodinamica de los farmacos B-bloqueantes. Un trabajo
posterior de Garcia-Pagan y cols, 1992, propusieron que podia estar implicada la
regulacion a la baja (down-regulation) de los [,-adrenoceptores, promovida por el
incremento de la actividad simpatica encontrada en este tipo de pacientes. Pero, estos
autores demostraron que la falta de respuesta en estos pacientes no estaba relacionada
con la densidad de los ,-adrenoceptores ni con su afinidad por distintos ligandos.

No se conoce si la variabilidad en la respuesta al propranolol puede ser
consecuencia de cambios funcionales de los receptores [, adrenérgicos y/o de los
sistemas de transduccion a los que se acoplan estos receptores, independientemente del
namero de receptores. En este sentido, Bomzon y cols, 1987, propusieron un defecto en
la funcion adrenérgica a nivel post-receptor como una posible explicacion para la
respuesta vascular alterada a vasoconstrictores y la escasa respuesta a 3-bloqueantes en
una proporcion significativa de pacientes con cirrosis avanzada.

Ya en los afios 80, Brodde y cols, 1981 y 1987, y més recientemente Dlusskaia y
cols, 1996, propusieron que las células sanguineas eran un modelo valido para el estudio
de receptores B, adrenérgicos en humanos puesto que contienen una poblacion
homogénea de receptores 3, adrenérgicos acoplados al sistema AC-AMPc. Por este
motivo, y ante la dificultad de acceder a los vasos esplacnicos para estudiar
directamente la funcionalidad de los receptores [, adrenérgicos, nos planteamos el
empleo de hematies (Motulsky y cols, 1982) como sensores potenciales de lo que
acontece con los B, adrenoceptores en los territorios vasculares de estos pacientes.
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1. HIPOTESIS:

La actividad funcional de los adrenoceptores B, y la AC en hematies de
pacientes cirrdticos con HTP se correlaciona con cambios en la situacion clinica y en la
respuesta hemodindmica a la administracion iv u oral de propranolol.

2. OBJETIVOS:

» Objetivo principal:

El objetivo principal de este estudio es evaluar la capacidad funcional de los
receptores [, adrenérgicos y del sistema proteina G-adenilato ciclasa acoplados a los
mismos en membranas plasmaticas de hematies de controles sanos y de pacientes con
varices esofagicas e hipertension portal, en tratamiento preventivo primario o
secundario.

» Objetivos secundarios:
Secundariamente se pretende analizar los siguientes aspectos:

1. Los parametros clinicos y/o demograficos que pueden asociarse en las
poblaciones de pacientes cirroticos con HTP tratados en profilaxis primaria o secundaria
con cambios en la funcionalidad de los receptores [, adrenérgicos y la AC de los
hematies.

2. Larelacion existente entre la funcionalidad de los receptores B, y la AC de los
hematies de los pacientes con cirrosis y los cambios hemodinamicos que se producen
después de la administracion de un bolus iv de propranolol y/o tras 3 meses de
tratamiento con propranolol oral.

3. Determinar en suero la actividad enzimatica de la dopamina beta-hidroxilasa
(DBH), como indicador de la actividad del sistema nervioso simpético en estos
pacientes.
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1. DISENO DEL ESTUDIO:

1.1. PACIENTES:

Se incluyeron 48 pacientes diagnosticados de cirrosis, hipertensién portal, y
varices esofagicas atendidos en la Unidad Hepatica del Hospital General
Universitario de Alicante (HGUA). Se determind el GPVH a todos los pacientes.
Todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito. Este trabajo
fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del centro (Anexo). El
diagnostico de cirrosis hepatica se basé en biopsia hepatica y/o en pruebas clinicas
y bioquimicas compatibles con la cirrosis hepatica y de imagen realizadas en la
Unidad Hepatica del HGUA (cuadro clinico, analitico y pruebas de imagen).

La muestra de 48 pacientes comprende 11 pacientes estudiados para
establecer un tratamiento de profilaxis primaria y 37 pacientes para establecer un
tratamiento de profilaxis secundaria. Pertenecen al grupo de profilaxis primaria
aquellos pacientes con hipertension portal y varices, diagnosticadas por
endoscopia, sin episodios previos de sangrado. Los pacientes de profilaxis
secundaria habian presentado hemorragia digestiva alta debido al sangrado de
varices esofagicas.

En total, 48 pacientes se sometieron al estudio hemodinamico (EH) agudo
en el momento del sangrado previo al inicio del tratamiento (estudio basal). 19
pacientes regresaron a los 3 meses para un EH cronico. Gran parte de los pacientes
participantes en el estudio procedian de hospitales comarcales.

1.2. ESQUEMA TEMPORAL DEL ESTUDIO (FIGURA 12):

La determinacion del GPVH se ha realizado en 3 ocasiones para cada

paciente:

a. Medida basal: inmediatamente antes de la administracion de un bolus iv
de propranolol coincidente con el estudio hemodinamico previo al
inicio del tratamiento con propranolol (Estudio basal).

b. Tras la administracion iv de propranolol, empleada para el estudio
hemodinamico del paciente de acuerdo con el protocolo de este estudio.

c. Tercera, coincidiendo con la repeticion del estudio hemodinamico, tras
3-5 meses de tratamiento continuado con propranolol oral.

1.2.1. Estudio basal:
1.2.1.1. Método:

La determinacién del GPVH se realizO mediante un cateterismo
transyugular de las venas suprahepaticas midiendo la presion libre y la enclavada
en las venas suprahepaticas siguiendo la metodologia habitual en la practicca

asistencial (Chung y Podolsky, 2001). Las medidas se hicieron en la Unidad de
Radiologia Vascular del HGUA.
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1.2.1.2. Pacientes de profilaxis primaria:
El GPVH fue medido en régimen ambulatorio.
1.2.1.3. Pacientes de profilaxis secundaria:

El GPVH se determind 5-7 dias después del episodio hemorragico, una vez
que el paciente estaba hemodinamicamente estable y controlado.

1.2.2. Segunda determinacion del GPVH tras la administracion
intravenosa de propranolol:

1.2.2.1. Durante la prueba hemodinamica:

Tras la determinacion basal del GPVH se administré a los pacientes un
bolus iv de propranolol (0.15 mg/kg). Treinta minutos después del bolus y sin
desplazar el catéter de su ubicacion, se registr6 nuevamente el valor del GPVH
(Escorsell y cols, 2000). Se consider6 respondedor aquel paciente que tras el bolus
iv de propranolol alcanza un GPVH < 12 mmHg o logra una reduccion > 20% del
valor del GPVH medido en el estudio basal (Groszmann y cols, 1990; Feu y cols,
1995; Garcia-Pagan y cols, 1999; Merkel y cols, 2000A; Escorsell y cols, 2000;
Sharara, 2001; Bureau y cols, 2002).

1.2.3. Tercer periodo:

Tras la segunda medida del GPVH vy tras conocer si el paciente era 0 no
respondedor, se instaurd a todos los pacientes (respondedores o0 no) un tratamiento
con propranolol por via oral (dosis media: 25mg/12 h). La dosis se establecio como
la méaxima dosis tolerada que lograba una reduccion en la frecuencia cardiaca (FC)
hasta un minimo de 55 latidos/minuto o logra una disminucion de la FC del 25%
respecto a la FC basal. La dosis media suele estar en torno a 25 mg de
propranolol/12 h. Este tratamiento se mantuvo durante 3 meses. Transcurrido este
periodo de tiempo se propuso a los pacientes que regresasen a la Unidad de
Radiologia para una nueva medida del GPVH.

1.2.4. Extraccidn de las muestras de sangre:

Coincidiendo con cada una de las medidas del GPVH, se extrajo una
muestra de 5 ml de sangre de las venas suprahepaticas, que se utilizd para
cuantificar la actividad beta-adrenérgica de los hematies. La extraccién inicial se
realiza justo antes de la determinacion basal del GPVH y la segunda muestra 30
min. tras el bolus, antes del segundo registro del GPVH. En el tercer periodo se
extrajo otra muestra de sangre justo antes de la medida del GPVH. En cada
ocasion, el volumen de sangre extraido fue de 4-5 ml recogido en tubos con EDTA.
Como controles se utilizaron muestras de sangre extraida de venas periféricas
procedentes de 37 voluntarios sanos.

54



Material y métodos

1.2.5. Suspension de B-bloqueantes en los pacientes que recibian
tratamiento previo:

Todos los pacientes que ya estaban tomando B-bloqueantes antes del EH
interrumpieron el tratamiento al menos 72 h antes de la medida del GPVH.

Profilaxis primaria

Pacientes que no han sangrado

{

Estudio hemodinamico  basal:
GPVH antes y 30 min. después de
un bolus iv de propranolol de 0.15

mg/kg peso. i .
g/kKgp Estudio hemodinamico
i crénico
| | |
I —— ' —>
Dia-506 -6 Dia0 Dia 90 - 150

Dosis oral de propranolol ajustada*

Profilaxis secundaria

Paciente con un

sangrando reciente Muestras de sangre de suprahepaticas para
determinar la actividad de los receptores B,

\ 4

Muestras de sangre de suprahepaticas para
determinar la actividad de los receptores 3, en
situacion basal y 30 min. tras el bolus, justo
antes de la determinacion del GPVH.

¥ N

Figura 12. Disefio del estudio. *Método de ajuste de la dosis de propranolol: al paciente, una vez que se le ha
determinado el gradiente de presion venoso hepatico (GPVH) tras el bolus de propranolol, se le instaura una
pauta de tratamiento personalizada en la que la frecuencia cardiaca (FC) sea de 55 latidos/minutos o que
produzca una disminucion de la FC del 25% respecto a la FC basal. Normalmente suele ser de unos 25-50 mg

de propranolol/12 h.
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2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
ADENILATO CICLASA ACOPLADA AL RECEPTOR

B2.

2.1. OBTENCION DE LAS MEMBRANAS CELULARES DE
ERITROCITOS Y LINFOCITOS.

2.1.1. Fundamentos:

Se realiza siguiendo una técnica desarrollada previamente por nuestro grupo
(Horga y cols, 2000). EI manejo de las muestras esta basado en las técnicas de
obtencion de membranas de eritrocitos de rata descritos por Gauger y cols, (1975),
e Hirata y cols, (1979), en los cuales se usa de forma escalonada la aplicacion de 2
choques hipoosmaticos consecutivos.

2.1.2. Preparacion de reactivos:

Tris fosfato 5 mM, pH 8 con Cl;Mg 1 mM: se toman 0.788 g de Trizma
Hidrocloruro (Sigma: T-3253), 0.203 g de Cl,Mg (Sigma: M-0250) y se disuelven
en 1L de H,O. Ajustar el pH con NaOH 1M. Se prepara el dia del estudio y
permanece almacenado a 4°C durante 15 dias.

Tris fosfato 0.5 mM, pH 8 con CI;Mg 1 mM: se toman 0.0788 g de Trizma
Hidrocloruro (Sigma: T-3253), 0.203 g de Cl,Mg (Sigma: M-0250) y se disuelve
en 1L de H,0O. Ajustar el pH con NaOH 1M. Se prepara el dia del estudio y
permanece almacenado a 4 °C durante 15 dias.

2.1.3. Descripcion:

1. La sangre obtenida por venopuncion de vias periféricas en el caso de los
controles o directamente de venas suprahepaticas en los pacientes durante la
medida del GPVH se recoge en tubos con EDTA.

2. Las muestras se centrifugan a 500 r.p.m, durante 5 min. a temperatura

ambiente.

Se retira el plasma que se almacena congelado a —20 °C.

4. Se someten las células a un gradiente de Ficoll o Percoll (ver apartados 2.2 y

2.3).

Se retira el sobrenadante.

6. Se toma las células que quedan en el fondo del tubo (1 ml) y se someten a un
lavado con solucion salina 0.9%. Para ello, se invierte con suavidad el tubo que
contiene dichas células para que se impregnen con 1 ml de la solucién salina, y
se centrifuga a 1000 r.p.m, 10 min. a temperatura ambiente. Este proceso de
lavado se repite 3 veces. Este paso es solo para el procedimiento con Ficoll.

7. Se toman 600 ul del precipitado final y se sitian en tubos de centrifuga de
Nalgene (Sigma: T-1918).

8. Se afade a cada tubo, 24 ml de Tris-Fosfato 5 mM pH 8 con Cl,Mg 1mM vy se
espera 10 min. a 4 °C con objeto de producir citolisis.

9. Cada tubo se centrifuga durante 30 min. a 10000 r.p.m, a 4 °C en una centrifuga
Beckman J2-MC.

w

o
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10. Se resuspende el precipitado formado en 6 ml de Tris Fosfato 0.5 mM pH 8 con
Cl,Mg 1mM, manteniéndolo durante 1 h a 4 °C.

11. Se centrifuga durante 30 min. a 10000 r.p.m, 4 °C en una centrifuga Beckman
J2-MC.

12. Finalmente, se congela el pellet obtenido, correspondiente a las membranas
celulares, a — 80 °C, una vez retirado el sobrenadante. Las membranas pueden
permanecer varios meses congeladas hasta su estudio.

Sangre paciente + EDTA

Almacenar plasma l Centrifugar 500 r.p.m, 5 min.

Componente celular
sanguineo

3 ml de componente
celular sanguineo 2 ml Percoll p= 1080

l Centrifugar 1500 r.p.m, 10 min., 4°C
Plaquetas, linfocitos, exudado
de plasma.

Percoll 4—)@;’ Hematies

Retirar 500 ul hematies y afiadirles 5 ml Locke 1X

Centrifugar 800 r.p.m, 10 min., 4 °C y eliminar sobrenadante por decantacion

Anadir 5 ml Locke 1X

l Centrifugar 800 r.p.m, 10 min., 4 °C y eliminar sobrenadante por decantacion

Afadir 5 ml Locke 1X

l Centrifugar 800 r.p.m, 10 min., 4 °C y eliminar sobrenadante por decantacion
Sigue en la figura 15

Figura 13. Método de Hirata y separacion con Percoll para la obtencién de membranas de hematies.
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Sangre paciente + EDTA

Almacenar plasma

\

Componente celular
sanguineo

2 ml componente celular sanguineo

+ 2 ml salino 0.9 %

Plasma

l

Centrifugar 500 r.p.m, 5 min.

—~—

!

3 ml Ficoll

Centrifugar 2000 r.p.m, 30 min.

V\

Banda de linfocitos

P

—

Ficoll

Eritrocitos

l

4/'\ Granulocitos

— Plaquetas

Tomar del fondo 1 ml y lavar con 1ml salino 0.9 %

l Centrifugar 1000 r.p.m, 10 min. y eliminar sobrenadante

Lavar con 1ml salino 0.9 %

l Centrifugar 1000 r.p.m, 10 min. y eliminar sobrenadante

Lavar con 1ml salino 0.9 %

l Centrifugar 1000 r.p.m, 10 min. y eliminar sobrenadante

Sigue en la figura 15.

Figura 14. Método de Hirata y separacion con Ficoll para la obtencion de membranas de hematies.
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Tomar 600 ul hematies del fondo y depositarlos en tubos de
centrifuga de 50 ml .

Afadir 24 ml Tris-Fosfato 5 mM, con ClI,Mg 1mM, pH 8
Y

10 min. citdlisis a 4 °C
Y

Centrifugar 10.000 r.p.m, 30 min., 4 °C
v

Eliminar sobrenadante por decantacion

Afadir 6 ml Tris-Fosfato 0.5 mM con Cl,Mg 1mM, pH 8
v

1h, 4°C
\ 4

Centrifugar 10.000 r.p.m, 30 min, 4 °C
v

\

Retirar todo el sobrenadante

Congelar pellet a —80 °C

Figura 15. Continuacion del método de Hirata para la obtencion de membranas de hematies.
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2.2. SELECCION CELULAR CON PERCOLL:

2.2.1. Fundamentos:

La formacion de gradientes de densidad por centrifugacion es un método
muy utilizado y comprobado desde hace muchos afios para la separacién vy
purificacion de células, virus y fracciones subcelulares, ya que hay una buena
correlacion entre morfologia, funcionalidad y densidad y/o tamafio de los
materiales bioldgicos empleados. De esta forma, y siguiendo la ley de Stokes,
centrifugando la muestra a estudiar, las particulas alcanzaran una posicién estable
que serd aquella en donde las densidades de la muestra y las del medio se igualen.

Para realizar los gradientes de densidad hemos utilizado Percoll (Sigma:
P1644), que es una solucién compuesta por microesferas de silice coloidal de 15 a
30 nm de diametro con una cubierta de polivinilpirrolidona (PVP) y que posee las
caracteristicas siguientes:

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL PERCOLL®

Densidad 1.130 + 0.005 g/ml
Conductividad <1.0 mS/cm
Osmolaridad <25 mOsm/kg H,0
Viscosidad 10+£5cPa20°C
pH 8.9+0.3a20°C
indice de refraccion 1.3540 + 0.0005

Debido a su osmolaridad tan baja, es posible formar gradientes de densidad
que son virtualmente isoosmaticos. Su baja viscosidad permite la rapida formacion
de bandas isopicnicas 0 la rapida separacion zonal de células y particulas.

2.2.2. Preparacion de reactivos:

Para preformar el gradiente, al Percoll no diluido se le afade solucién
tamponada de Locke 10X en una relacion Percoll/Locke volumen/volumen de 9:1;
de tal forma que se establece una osmolaridad de un valor de 300 mOsm/kg de

H.0. Esto constituye lo que denominamos la Solucion Isoosmética de Percoll®
(SIP).

Composicion de la solucién de Locke concentrada 10X

NaCl 1540 mM 45¢

KCI 56 mM 2.08¢

NaHCO3; 36 mM 151¢

Glucosa 56 mM 5049

Hepes 50 mM 5.95¢

H.0 c.s.p 500 ml (ajustar a pH 7.4 con NaOH 1 M)
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La nueva solucion adquiere por tanto una nueva densidad, que podemos
calcular a partir de la siguiente formula:

pi = V0opo + Vxpx
Vx + Vo

Donde: Vx = volumen del medio diluyente (1 ml)

Vo = volumen del Percoll® (9 ml)

po = densidad del Percoll® (1.130 g/ml)
pX = densidad del Locke 10X (1.058 g/ml)
pi = densidad del SIP (1.1228 g/ml)

pi =9*1.130 + 1*1.058 = 1.1228 g/ml
1+9

A partir de aqui, realizamos diluciones del SIP mediante la adicion de
Locke 1X (solucién que se obtiene al diluir 10 veces con H,0 la solucion Locke
10X), obteniendo cambios en la densidad, sin modificacion importante de la
osmolaridad. La densidad que utilizamos en nuestros ensayos es la de 1080, donde
se separan claramente los eritrocitos del resto de los componentes de la sangre
(Gisbert, 1987 y De Agustin, 1989).

Utilizando la siguiente formula (tomada de Percoll®, Methodology and
Applications, 1981), podemos calcular los volumenes requeridos para obtener las
soluciones con las densidades deseadas:

Vy = Vi (pi- p)
(p-py)
Donde: Vy = Volumen del medio de dilucion (Locke 1X) ml
Vi = Volumen del SIP ml
pi = densidad de la solucion del SIP g/ml
py = densidad del medio de dilucion g/ml
p = densidad de la solucién formada g/mi

Dilucion del SIP para la obtencién de la banda de densidad

Vol. SIP  Vol. Locke 1X pi py Vol. final Densidad final

1ml 0.56 ml 1.1228 g/ml  1.0058 g/ml  1.56 ml 1.080 g/ml

De esta manera y para las condiciones de trabajo estandar, tendremos 3
bandas de soluciones con densidades diferentes: la banda de 1.080 que separa los
eritrocitos del resto de componentes de la sangre que forman una banda, de menor
densidad.
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2.2.3. Descripcion del método (figura 13):

1.

2.

w

2.3.

Se centrifuga la sangre a 500 r.p.m durante 5 min. para separar el plasma y
eliminar plaguetas.

Cuidadosamente se depositan 2 ml de Percol (banda con una densidad de 1080)
y 3 ml del componente celular, obtenido tras la centrifugacién de la sangre, en
un tubo de ensayo de cristal ancho. Se comienza con la solucion de mayor
densidad, la de 1.080, sobre la que se deposita la sangre. Para este
procedimiento se utiliza una micropipeta con orificio de salida ancho, teniendo
especial cuidado en dejar resbalar el liquido sobre la pared del tubo, que debe
estar inclinado respecto a la horizontal en un angulo de 20 a 30°. Este paso es
especialmente importante puesto que de ello depende la correcta formacién de
las distintas interfases bien diferenciadas. Con este método es posible formar
gradientes con bandas de densidad que sélo difieran en 0.002 g/ml (Ulmer,
1979).

Centrifugar los tubos a 1500 r.p.m, 10 min, 4 °C (Gutiérrez y cols, 1979).

Los eritrocitos depositados en el fondo del tubo se recogen con una pipeta
Pasteur mediante una leve succion de los mismos, y se depositan en otro tubo.
Se realizan tres lavados afiadiendo 5-10 volimenes de Locke 1X por volumen
de suspension celular, recuperando las células después de cada lavado mediante
centrifugacion a 800 r.p.m durante 10 min. y a 4 °C. Estos lavados son para
separar el Percoll contaminante de los eritrocitos.

El proceso de retirada del Percoll de las células, asi como el resto de los
procedimientos que se realizan hasta el final, son llevados a cabo a 4 °C con el
fin de preservar la estructura fisica del receptor beta-adrenérgico, tal y como
recomiendan Hirata y cols, (1979).

SELECCION CELULAR CON FICOLL.

2.3.1. Fundamento:

Este procedimiento de aislamiento esta basado en la migracién diferencial

durante la centrifugacion resultando en la formacion de capas que contienen
diferentes tipos celulares.

2.3.2. Reactivos:

Se ha usado el kit comercial Ficoll-Paque® Plus (Amersham Pharmacia

Biotech) para el aislamiento de los linfocitos.

2.3.3. Descripcion del método:

1.

2.

Se centrifuga la muestra de sangre a 500 r.p.m durante 5 min. y se retira el
plasma sobrenadante.

Se colocan 3 ml de la solucion de Ficoll-Pague en un tubo de vidrio y sobre
ésta se deja caer por la pared suavemente la muestra de células sanguineas
diluida (2 ml de precipitado celular sanguineo + 2 ml de solucion salina 0.9 %).
El tubo se centrifuga a 2000 r.p.m durante 30 min. a temperatura ambiente.
Tras la centrifugacion, la banda inferior contiene eritrocitos. La capa
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inmediatamente superior a la de los eritrocitos contiene granulocitos, los cuales
poseen una densidad suficiente para migrar a través de la capa de Ficoll-Paque.
Debido a su baja densidad, los linfocitos se situan en la interfase entre el
plasma y el Ficoll-Pague con otras particulas sedimentadas suavemente
(plaquetas y monocitos).

2.4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: METODO DE
BRADFORD.

2.4.1. Fundamentos:

La técnica descrita por Bradford M. en 1976 es un método rapido y sensible
para la cuantificacion de microgramos de proteinas utilizando los principios de
union de proteinas-colorante. Es un método que implica la union del Azul Brillante
Coomassie G-250 a las proteinas. La union del colorante a la proteina provoca un
desplazamiento de la absorbancia méxima del colorante de 465 a 595 nm, y es el
incremento en la absorbancia a 595 nm lo que se monitoriza mediante un
espectrofotometro Philips PU 8620 UV/VIS/NIR. Es un ensayo muy reproducible
y rapido con el proceso de union del colorante completado en aproximadamente 2
minutos y con una buena estabilidad del color durante 1 hora. Hay muy poca
interferencia o es nula con cationes como sodio y potasio. Los Unicos componentes
gue provocan una interferencia importante en el color son algunos detergentes
como dodecil sulfato sodico, Triton X-100 y detergentes comerciales para el
cuidado de manos.

Este ensayo se suele emplear para determinar concentraciones de proteinas
en el rango de 150-1500 pg/ml.

2.4.2. Reactivos:
Los reactivos que se utilizan son:

1. Azul Brillante Coomassie G-250 (Sigma B0770).
2. Etanol 95 % (Baker 8007).
3. Acido ortofosforico 85 % (Sigma P6560).

Las soluciones que hay que preparar son:

1. Solucion A.
a. 100 mg de Azul Brillante Coomassie G-250 en 50 ml de etanol 95 %.
b. Se prepara cada vez que se vaya a preparar el reactivo stock Azul de
Coomassie.

2. Solucion B (reactivo stock Azul de Coomassie).
a. 100 ml de acido fosforico 85 %.
b. 50 ml de solucion A.
c. 850 ml de agua destilada.
d. Se mantiene en agitacién a temperatura ambiente toda la noche. Al dia
siguiente se filtra y se almacena a 4 °C. Protegido de la luz es estable
durante 1 mes.
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3. Solucion estandar de albumina (1 mg/ml).

a. 100 mg de albimina bovina (Sigma A2153).

b. En 100 ml de agua destilada. La albumina es generalmente usada como un
estandar de proteinas, aunque pueden usarse otras proteinas con diferentes
composiciones de aminodcidos tales como lisozimas. Se almacena
alicuotada a —20 °C durante 1 mes.

2.4.3. Procedimiento del ensayo:

1. Preparar los estandares de proteinas por duplicado y a temperatura ambiente
para lo que se pipetean las soluciones stock de albdmina en tubos 12 x 75 mm
(5-40 pl proporcionan lecturas de absorbancias en el rango lineal del ensayo).
Afadir agua destilada hasta 100 pl.

2. Pipetear 5 ul de la muestra problema en los tubos de 12 x 75 mm y completar

hasta 100 ul con agua.

Afadir 5 ml del reactivo stock Azul Coomassie (solucion B) a cada tubo.

Agitar en vortex durante 5 segundos.

Después de 2 min. y antes de 1 h, leer la absorbancia a 595 nm. A partir de la

relacion absorbancia-ug/ml de proteinas de la recta estandar, se calcula la

cantidad de proteinas de la muestra. La recta estandar se hace cada dia de
ensayo.

o s w

2.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
ADENILATO CICLASA (AC):

La actividad beta-adrenérgica se evalla determinando la formacion de
Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc) en una suspension de membranas de
eritrocitos humanos antes y después del estimulo beta-adrenérgico con
isoproterenol de acuerdo con Horga y cols (2000). Para ello, incubamos las
membranas celulares de eritrocitos en un medio que contener béasicamente
contiene:

e Tampon Tris-HCI (Sigma: T-3253) 175 mM con Cl,Mg 1mM
(Sigma: M-0250), pH 7.4.

e Isobutilmetilxantina 1 mM (MIX o IBMX, Sigma: 1-5879).

« lones divalentes Mn?*, Mg* (en forma de cloruros, Sigma: M-
3634).

e Adenosin Trifosfato (ATP, Sigma: A-2383).

e Guanosin Trifosfato (GTP, Sigma: G-8877).

e Membranas celulares.

e En ciertos casos, farmacos agonistas (+ isoproterenol, Sigma: I-
5627) y antagonistas (propranolol Sigma: P-0884) B-adrenérgicos
(Gisbert, 1987).

El AMPc formado se cuantifica utilizando un ensayo de competicion por la
fijacion a una proteina especifica mediante un Kit de radioinmunoanalisis (RIA)
(Amershan Pharmacia cddigo TRK 432) (Steiner, 1972 y Peng, 1977).
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2.5.1. Preparacion de reactivos:

1.

Tris HCI 175 mM con Cl;Mg 1mM, pH 7.4: se pesa 1.379 g de Tris HCl y
0.0100 g de Cl,Mg. Disolver en unos 45 ml de H,0 y ajustar el pH a 7.4 con
NaOH 1M. Completar hasta 50 ml con H,0. Preparar cada dia de ensayo.

IBMX 1 mM: se pesan 0.0380 g y se disuelven en 20 ml de H,0. Se pasa a un
bafio a 80 °C para facilitar la disolucion. Las alicuotas se almacenan durante 1
mes a —20 °C.

Cl;Mg 9mM: se pesan 0.640 g y se disuelven en 10 ml de H,0. Las alicuotas se
almacenan durante 1 mes a —20 °C.

Cl;Mn 9mM: se pesan 0.623 g y se disuelven en 10 ml de H,0. Las alicuotas se
almacenan durante 1 mes a —20 °C.

Isoproterenol 10 M: se pesan 0.0430 g y se disuelven en 10 ml de H,0 que esta
en hielo. Se agita y se diluye 10 veces para obtener + Isoproterenol 10™ M.
Preparar cada dia de ensayo.

Propranolol 10 M: se pesan 0.0250 g y se diluyen en 500 ml de H,0. Preparar
cada dia de ensayo.

GTP 0.1 mM: se pesan 0.0045 g y se diluyen en 5 ml de H,0 que esta en hielo.
Preparar cada dia de ensayo.

ATP 2 mM: se pesan 0.0480 g y se diluyen en 2.5 ml de H,0 que esté en hielo.
Preparar cada dia de ensayo.

2.5.2. Preparacion de las muestras (Figura 16):

1.

2.

Descongelar a temperatura ambiente las membranas celulares que estaban a —
80 °C.

Resuspender en 50 ul de tampon Tris-HCI 175 mM con Cl,Mg 1mM, pH 7.4, a
4°C,

Determinar la cantidad de proteinas de que disponemos mediante el método de
Bradford en una alicuota de 5 pl.

Se depositan entre 100 y 250 pg de proteinas en cada uno de los tubos de
ensayo problema.

PREINCUBACION COMPUESTO_S (Concentracion VOLUMEN
final) (uL)
Tris-HCI 175 mM con Cl,Mg 1mM,
140
37°C, 20 min pH 7.4
a itacic’)r’1 rofe ’ido Cl,Mg 9 mM, Cl,Mn 9 mM 10/10
g e I1apluz g Isobutilmetilxantina (IBMX 1 mM) 40
Antagonistas (Propanolol 0.01 mM) 20
Membranas (100-250 ng) Variable
INCUBACION COMPUESTOS VOI(‘ELI\)AEN
. Agonistas (isoproterenol 0.1 mM) 20
(o]
37°C, 10 min, GTP (0.1 mM) 20
agitacion, protegido ATP (2 mM) 20
de la luz desde la Hasta completar
adicion de ATP
Agua 350 (uL)

Tabla 5. Preparacién de las condiciones de estudio de la adenilato ciclasa.
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~

10.

11.

12.

Preincubacion con todos los elementos que aparecen en la tabla 5, apartado
preincubacién, durante 20 min. a 37 °C y protegido de la luz.

Sin sacar los tubos del bafio, se afiade el farmaco a ensayar (el agonista
adrenérgico isoproterenol 0.1 mM), GTP 0.1 mM, el agua destilada y
desionizada para igualar volimenes, y por altimo el ATP 2mM, con el que da
comienzo la reaccion.

Incubar durante 10 min a 37 °C, en agitacion y protegido de la luz.

Pasar los tubos a otro bafio que esta a 100 °C durante 3 min. Este procedimiento
descrito por Albano y cols en 1973, detiene la reaccion enzimatica rapidamente
por un proceso de desnaturalizacion de las proteinas que intervienen en la
reaccion. EI AMPc formado no sufrird ninguna alteracion puesto que los
enlaces fosfodiéster formados son termoestables.

Se congelan las muestras a =270 °C con N liquido, manteniéndolas en este
estado al menos 10 min. Con este proceso conseguimos que la membrana se
retraiga y posteriormente al descongelarse se formen poros por donde pueda
escapar el AMPc al medio.

Dejar descongelar las muestras a temperatura ambiente para facilitar la salida
del AMPc desde el interior de las vesiculas de membranas.

Centrifugar a 3500 r.p.m durante 10 min y a 4 °C, con el fin de retirar el
material insoluble.

Tomar 50 ul del sobrenadante (que es donde se encuentra el AMPc), y se
procesa mediante radioinmunoanalisis (RIA) para determinar la cantidad de
AMPc.
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Descongelar pellet a
temperatura ambiente

Resuspender en 50 ul de Tris-
HCI 175 mM con Cl,;Mg 1
mM, pH 7.4 y situar a 4°C

—» Bradford

\ 4

Preincubacion 20 min, 37 °C

Tris-HCI 175 mM con Cl,Mg 1mM, pH 7.4 (140 ul)

Propranolol 0.01 mM (20 ul) (si procede)
100-250 ng proteinas de la muestra problema

IBMX 1mM (40 ul)
Cl;Mg 9 mM 10 pl
Cl;Mn 9 mM 10 pl

+ Isoproterenol 0.1 mM (20 pl) (si procede)
GTP 0.1 mM (20 ul)
H,0 csp 350 pl
ATP 2 mM (20 pul)

Incubar 10 min, 37 °C

3 min. a 100°C

10 min. con nitrégeno liquido

50 pul sobrenadante para RIA

A

Desechar
precipitado

3500 r.p.m, 10 min, 4 °C

ambiente

Descongelar a temperatura

Figura 16. Preparacion de las muestras para la obtencion de AMPc.
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2.5.3. Determinacion del AMPc producido mediante RIA.
2.5.3.1. Fundamento:

Este método se basa en la competicion que se produce entre el AMPc de la
muestra formado de novo a partir del ATP (AMPc frio no marcado),y una cantidad
conocida de AMPc marcado con Tritio (*H-AMPc) por unirse a una proteina
sintética de fijacion que posee una alta afinidad y especificidad por el AMPc. El
AMPc, tanto marcado como no, que no se haya unido a la proteina de fijacion, se
elimina tras la incubacion mediante la adicién de carb6n activo y posterior
centrifugacion. A continuacion se determina la cantidad de *H-AMPc unido a la
proteina especifica en un volumen fijo de sobrenadante, midiendo la actividad
radiactiva de *H(Beta) con un contador de centelleo liquido (Wallac 1100).

La concentracién de AMPc sin marcar en la muestra problema (tubos de
incubacién de las membranas) se calcula mediante extrapolacion del valor obtenido
a una recta estandar elaborada cada dia con concentraciones crecientes de AMPc
frio y concentraciones constantes de *H-AMPc, procesadas del mismo modo que
las muestras problema.

La recta estdndar nos permite por una parte calibrar y comprobar la
actividad real en cada experimento individual, y por otra saber las cuentas por
minuto (c.p.m) generadas en cada una de las muestras a estudiar. Estas c.p.m se
correlacionan con una cantidad exacta de AMPc producido.

2.5.3.2. Descripcion del método (figura 17):
La recta estandar se forma con los siguientes puntos por duplicado:

1. Blanco, que sélo lleva Tris-EDTA y *H-AMPc, sin proteina de fijacion.

2. Controles de concentracion cero (Co). Como estos tubos no contienen AMPc

sin marcar, todo el *H-AMPc se unira a la proteina de fijacién y por tanto el
carbén activo no retirard *H-AMPc, de manera que obtendremos el maximo
valor de radiactividad final medida.
Los tubos de la recta estandar llevaran *H-AMPc, proteina de fijacion y AMPc
estandar sin marcar, éste Ultimo en cantidades finales de 1, 2, 4, 8, 16
picomoles. Para preparar el tubo del que tomando 50 ul se obtiene una cantidad
final de 16 picomoles, se prepara una solucion (320 picomoles/ml) disolviendo
la cantidad liofilizada proporcionada por Amersham en 5 ml de agua destilada.
Para preparar el tubo del que tomando 50 ul se obtiene una cantidad final de 8
picomoles, se prepara una solucion (160 picomoles/ml) mezclando 500 ul de
buffer Tris-EDTA y 500 pl de la solucion de 320 picomoles/ml. Para preparar
el tubo del que tomando 50 pl se obtiene una cantidad final de 4 picomoles, se
prepara una solucién (80 picomoles/ml) mezclando 500 ul de buffer Tris-
EDTA y 500 pl de la solucion de 160 picomoles/ml. Para preparar el tubo del
que tomando 50 ul se obtiene una cantidad final de 2 picomoles, se prepara una
solucién (40 picomoles/ml) mezclando 500 ul de buffer Tris-EDTA y 500 ul de
la solucién de 80 picomoles/ml. Para preparar el tubo del que tomando 50 ul se
obtiene una cantidad final de 1 picomoles, se prepara una solucion (20
picomoles/ml) mezclando 500 ul de buffer Tris-EDTA y 500 ul de la solucion
de 40 picomoles/ml.
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o

10.

La reaccion da comienzo cuando afiadimos la proteina especifica de fijacion y
agitamos en el vortex durante 5 segundos.

Dejar los tubos durante 2 horas en hielo para que tenga lugar la fijacion
competitiva.

Afadir 100 pl de carbon activo a cada uno de los tubos con el fin de adsorber el
AMPc que no se haya unido a la proteina, ya sea marcado o0 no.

Agitar brevemente en el vortex y esperar 1 min.

Centrifugar a 10.000 r.p.m durante 2 min a 4 °C en una microfuga Biofuge 15
de Heraeus. Este paso lo efectuamos en series de 6 tubos, puesto que después
de 6 minutos de haber afiadido el carbdn activado se comienza a desprender del
mismo el material adsorbido, alterando la valoracion del resultado. Por tanto,
desde que afiadimos el carbén activo hasta que se retira el sobrenadante no
deben pasar mas de 6 min.

Se retiran 150 ul de cada tubo con mucho cuidado para no tomar parte de
carbdn activo y se sitlia en viales con 5 ml de liquido de centelleo (Beckman).
El contaje se lleva a cabo en un contador de centelleo Wallac 1100 para
radiacion beta, durante 1 minuto. EI contador registra las emisiones radiactivas
en forma de “cuentas” que corresponden a las sefiales de desintegracion del
tritio.

El resultado se expresa en cuentas por minuto (c.p.m), de tal forma que
aplicando la relacion establecida al construir la recta estandar, se establece que:
una mayor cantidad de c.p.m, significa la presencia en la muestra de mas *H-
AMPc unido a la proteina de fijacion y por tanto de menos AMPc frio fijado, lo
que implica menos AMPc frio libre en la muestra y viceversa, una menor cifra
de c.p.m nos indica una mayor cantidad de AMPc libre producido durante la
incubacidén en presencia de ATP.
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Cantidad

Muestra

final Tubo Tris/lEDTA Estandar *H- AMPc Proteina
Blanco 1 150 pl 50 pl
Blanco 2 150 pl 50 pl
0 pmol 3 50 pul 50 pul 100 pl
0 pmol 4 50 pl 50 pl 100 pl
50 ul de solucion 20
1 pmol 5 omol/ml 50 pl 100 ul
50 pl de solucion 2C
1 pmol 6 omol/m 50 pl 100 ul
50 ul de solucion 40
2 pmol 7 Sl 50 ul 100 pl
50 ul de solucion 40
2 pmol 8 B 50 pl 100 pl
50 ul de solucion 80
4 pmol 9 omol/ml 50 pl 100 pl
50 ul de solucion 80
4 pmol 10 omol/ml 50 pl 100 pl
50 ul de solucion
8 pmol 11 160 pmol/ml 50 pl 100 pl
50 ul de solucion
8 pmol 12 160 pmol/ml 50 pl 100 pl
50 ul de solucion
16 pmol 13 320 pmol/mi 50 pl 100 pl
50 pl de solucion
16 pmol 14 320 pmol/ml 50 pl 100 pl
Muestras g 50 ul 50 ul 100 pl
problema
Muestras| . 50 ul 50 ul 100
problema

La reaccién comienza cuando afladimos la proteina y agitamos 5 segundos en el vortex

Incubar 2h a 4 °C
Y

Afiadir 100 ul de carbdn activo y agitar
Y

Esperar 1 min.
Y

Centrifugar 10.000 r.p.m, 2 min., 4 °C
v

Depositar 150 pul del sobrenadante y
afiadirle 5 ml de liquido de centelleo

Contador de
centelleo

Figura 17. Protocolo para la determinacion de AMPc por radioinmunoanalisis (RIA).
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2.5.3.3. Célculo del AMPc producido.
Primero realizamos los calculos correspondientes a la recta estandar:

Se determinan las c.p.m del blanco. Es decir, la actividad basal de fondo en
nuestro ensayo. Corresponde a la media de las c.p.m de los tubos 1 y 2.

Se calcula la actividad maxima (c.p.m) correspondiente al maximo de °H-
AMPc unido en ausencia de AMPc (Cy) (media aritmética de las c.p.m de los
tubos 3 y 4 menos las c.p.m del blanco).

Se calcula la media (en c.p.m) de cada par de tubos con los estandares de
AMPc conocido y se resta del blanco, y asi obtenemos la cantidad neta de *H-
AMPc unido en presencia de la cantidad conocida de AMPc (Cx).

Se calcula el cociente Co/Cx , es decir: la relacion de las c.p.m obtenidas en
presencia de AMPc frio conocido, respecto a las obtenidas en ausencia de
AMPc frio estandar (1, 2, 4, 8, 16 pmol).

Se construye una representacion grafica que tenga por eje de abcisas a la
cantidad en pmoles de AMPc frio puesto en los tubos estandar, y en ordenadas
la relacion Cy/Cx.

Recta estandard AMPc

16

12

Co/Cx
(o¢]

4 y=0,5961x + 0,9569
R? =0,9988
0 T T T T 1
0 4 8 12 16

AMPc (pmol/tubo de reaccion)

Recta estandar tipica de AMPc, en la que se muestra la relacién Co/Cx frente a la
cantidad de AMPc contenido en cada tubo. La linea recta intercepta las ordenadas
en el valor 0.9569. Para un valor determinado de Co/Cx (y) es facil determinar el

numero de pmoles de AMPc frio en el tubo de ensayo (x).

recta:

Como es una relacién lineal, se puede expresar mediante la ecuacion de una
y =a+ bx

Donde: y = valor de la ordenada Co/Cx.
x = valor de la abcisa (pmoles de AMPc frio en el tubo de ensayo).
a = valor de la ordenada en el origen, para X = 0.
b = pendiente de la recta.
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10.

Conociendo las c.p.m producidas por nuestras muestras, y siguiendo los pasos
descritos para la construccién de la curva estandar, calculamos todas las Co/Cx
de las muestras (y).

Aplicando la relacion obtenida en la recta estandar (y = a + bx), calculamos
facilmente la cantidad de AMPc frio en el tubo de ensayo (x).

Puesto que los picomoles calculados corresponden a 50 ul de muestra y el
volumen final de incubacion es de 350 ul (7 veces mayor), los pmoles
calculados se multiplican por 7, estimandose de esta forma los pmoles de
AMPCc reales por tubo existentes al final de la incubacidn, es decir, producidos
durante la incubacion.

Expresar el resultado final en pmoles AMPc formados/mg proteina /minutos de
incubacion. La cuantificacion de AMPc se midié en cada muestra sanguinea
bajo condiciones basales, después de la administracion del agonista beta-
adrenérgico isoproterenol (0.1 mM) y en presencia del antagonista beta
adrenérgico propranolol (0.01 mM). Normalizamos la cantidad de AMPc
producido en funcion de la cantidad de membrana existente en cada tubo (mg
de proteina) y el tiempo de incubacion (10 minutos).

Se utilizan ademas las siguientes variables calculadas a partir de los datos
experimentales obtenidos:

a. Estimulo relativo del isoproterenol: incremento en la produccion de
AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10* M respecto a la
produccion de AMPc en condiciones basales. Se calcula mediante la
expresion: (AMPc tras isoproterenol-AMPc basal)/AMPc basal y se
expresa en tanto por 1.

b. Estimulo absoluto del isoproterenol: incremento neto en la
produccién de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10 M. Se
calcula mediante la expresion: (AMPc tras isoproterenol-AMPCc
basal) y se expresa en pmol AMPc/mg proteina/10 min.

c. Bloqueo relativo del propranolol: descenso en la produccion de
AMPc tras el bloqueo con propranolol 10 M respecto al estimulo
con isoproterenol 10 M. Se calcula mediante la expresion: (AMPc
tras propranolol-AMPc tras isoproterenol)/AMPc tras isoproterenol
y se expresa en tanto por 1.

d. Blogueo absoluto del propranolol: descenso en la produccién de
AMPc tras el blogueo con propranolol 10° M después del estimulo
con isoproterenol 10 M. Se calcula mediante la expresién: (AMPc
tras propranolol 10° M-AMPc tras isoproterenol 10* M) y se
expresa en pmol AMPc/mg proteina/10 min.
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3. ENSAYO FOTOMETRICO DE LA ACTIVIDAD DE
LA ENZIMA DOPAMINA-BETA-HIDROXILASA
(DBH) EN SUERO HUMANO:

3.1. INTRODUCCION.

Se ha seguido el método espectrofotométrico de Nagatsu y Udenfriend
(1972) ya que es un procedimiento simple, rapido y sensible para determinar la
actividad de la DBH. Este ensayo estd basado en la conversion enzimatica de
tiramina a octopamina (1-(p-hidroxifenil)-2-aminoetanol), la cual es luego oxidada
a p-hidroxibenzaldehido que se cuantifica por espectrofotometria a 330 nm. La
oxidacion se detiene mediante la adicion de metabisulfito sodico.

Tiramina Octopamina p-Hidroxibenzaldehido
DBH OH o 0
HO CHy=CHa~NHy ——> HO y CH-CHy=NHy ——> HO CH + H~C~NHy
Fumarato NGIU4
N +
Ascorbico H-0
+

Dehidroascorbato

\ 4

Espectrofotometro A= 330 nm

La actividad de la DBH se puede determinar bien en plasma, siempre que se
haya recogido utilizando heparina como anticoagulante, o en suero. Con un
volumen de 25 pul es suficiente. Esta actividad enzimética es bastante estable y las
muestras pueden ser almacenadas en la nevera o congelador durante periodos de
tiempo considerables (congeladas a —20 °C durante al menos 3 meses).

3.2. SOLUCIONES DE TRABAJO:

1. Buffer acetato sédico 1 M pH 5 (ajustado con acido acético glacial). Se
almacena refrigerado (Sigma: A6283) (8.2 g/100ml H,0). Es necesario para
trabajar en condiciones de pH 5 donde se ha visto que la actividad enzimatica
de DBH es 3 veces méas activa que a pH 6.2 (utilizado por Weinshilboum y
Axelrod, 1971A) y 20 % mas activa que a pH 5.5 (utilizado por Goldstein y
cols, 1971).
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10.

11.

12.

Fumarato sédico 0.2 M; ajustar a pH 5 con &cido acetico glacial. Almacenar
congelado. (3.2 g/100 ml H,0, Sigma: F1506). Actia como cofactor en la
transformacion de tiramina a octopamina por DBH.

L-ascorbico 0.2 M. Almacenar congelado a —20 °C. (Sigma: A0278, 0.35 g/10
ml H,0). Actla como cofactor en la transformacion de tiramina a octopamina
por DBH.

Pargilina HCI 0.02 M. Almacenar refrigerado. (Sigma: P8013, 0.039 g/10ml
H20). Es un inhibidor de la enzima monoamino oxidasa (MAQ). Esta enzima
convierte las catecolaminas en sus aldehidos correspondientes que, en la
periferia, son metabolizados rapidamente por la aldehido deshidrogenasa. Se
utiliza para evitar el metabolismo de tiramina por MAO.

N-etil-maleimida 0.2 M. Almacenar congelado a —20 °C. (Sigma: E3876, 0.250
g/10 ml H,0). Actlia como agente quelante de iones que inhiben la actividad de
DBH.

Catalasa de higado bovino (30.000 U/ml H,0). Almacenar la suspension
refrigerada antes de la dilucion el dia del ensayo (Sigma: C100). Protege a la
DBH frente a H,0,.

Tiramina HCI 0.2 M. Almacenar congelado o preparar cada semana y mantener
refrigerado. (Sigma: T2879, 0.694 g/20 ml H,0). Se emplea como sustrato para
la DBH.

NHsOH 4 N. Preparar una vez a la semana y mantener refrigerado. (Sigma:
A6899 ; 26 mi/100 ml H,0).

NalO4 2 % (2 g/100 ml H,0). Almacenar refrigerado. (Sigma: S1878). Produce
oxidacion de la octopamina en p-hidroxibenzaldehido.

NayS20s 10 % (10 g/100ml H,0). Almacenar refrigerado.(Sigma: S1516).
Actula reduciendo el exceso de NalOs.

Acido perclérico 20 % (PCA): (Scharlau Ac1753). Se utiliza para detener todas
las reacciones enzimaticas.

Preparacion curva de octopamina: se pesan 0.0019 g de octopamina (Sigma: O-
0250) y se diluyen en 1 ml de agua dando lugar a una solucién 10 milimolar
(mM). El resto de puntos de la recta lo integran los siguientes nanomoles
finales: 0.092, 0.078, 0.065, 0.052, 0.039, 0.026 y 0 nmoles. En la tabla 6 se
exponen las concentraciones de octopamina expresadas en mM a que
corresponden estos nanomoles finales.

Concentracién octopamina (mM) nmoles /25 ul
3.68 0.092
3.12 0.078
2.6 0.065
2.08 0.052
1.56 0.039
1.04 0.026
0 0

Tabla 6. Relacion entre los nmoles de octopamina finales que integran la recta estandar y la
concentracion a la que corresponden.
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13. Mezcla de reaccion (ejemplo para 24 muestras):

6 ml de acetato sodico pH 5.

1.5 ml de fumarato 0.2 M.

1.5 ml ascorbato 0.2 M.

1.5 ml pargilina 0.02 M.

4.5 ml de N-Etil-Maleimida 0.2 M.

3 ml de catalasa. (200 ul + 4800 pl de H,0).
6 ml de agua.

Esta mezcla se prepara justo el dia del andlisis a temperatura ambiente y no se
almacena para un posterior uso.

14. Preparacion de las resinas de intercambio i6nico Dowex 50w 4-400 (200-400
mesh) (Referencia: Aldrich 21, 748-4) y soporte de pipeta pasteur de vidrio con
lana de vidrio: se sitla en un vaso de precipitado una determinada cantidad de
resina Dowex (3 0 4 cucharadas) en funcion de los requerimientos. Se le afiaden
unos 5 ml de NaOH 1M, se remueve y se vierte sobre un embudo Buchner que
contiene papel de filtro. Se espera a que toda la sosa atraviese la resina y el papel
de filtro. Se vierte tanta sosa como sea necesaria sobre la resina hasta alcanzar un
pH de 12-13 en el eluyente. Se utilizaran por tanto, tiras reactivas de pH para ir
comprobando el mismo. Una vez alcanzado el pH basico, se vierte la cantidad de
agua necesaria sobre la resina para que el pH del eluyendte alcance un valor de 5-6.
Cuando se comprueba que el pH es el adecuado, se afiade HCl 1 M en cantidad
suficiente para alcanzar un pH de 1. Una vez se tiene la seguridad de que el pH del
eluyente es 1, se vuelve a afiadir sobre la resina la cantidad de agua necesaria hasta
alcanzar un pH de 5-6. Estos cambios de pH son necesarios para la activacion de
los radicales que componen la resina de intercambio iénico. Después se retira la
resina del papel del filtro utilizando una espatula y se diluye a partes iguales con
agua y se mantiene refrigerada a 4 °C hasta su uso.

Por otro lado hay que adaptar pipetas Pasteur de vidrio de 150 mm a las que
se introduce en la parte inferior 1 cm de lana de vidrio. Una vez tenemos
preparadas las pipetas con la lana de vidrio, se le afiade 400 ul de la mezcla de
Dowex y agua y el sistema estarad en condiciones para ser utilizado.

Las columnas Dowex-50 pequefias pueden ser regeneradas después del
ensayo lavandolas con 2 ml de agua dos veces, y luego con 2 ml de HCI 5 My 2ml
de agua dos veces de nuevo.

3.3. DESCRIPCIQN DEL METODO ENZIMATICO PARA LA
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA DBH (FIGURA
18):

=

Se pipetean 800 ul de la mezcla de reaccion en tubos de plastico de centrifuga.

2. Para la preparacion de la muestra problema se afiade un volumen apropiado de
plasma o suero humano (25 ul).

3. Para el blanco se afiaden 25 ul de una concentracion 0 nmol de octopamina,

ademas de la mezcla inicial.
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4. Para preparar la recta estandar de octopamina se afiaden 25 ul de las
concentraciones preparadas para alcanzar las siguientes concentraciones
finales: 0.026, 0.039, 0.052, 0.065, 0.078, 0.092 nmoles de octopamina.

5. Afadir 100 pul de tiramina 0.2 M a todos los tubos incluyendo los de las
muestras problema, los del blanco y los de la recta de octopamina y se mezcla
agitando en el vortex 1 s.

6. Incubar 60 min. a 37 °C en un bafio con agitacion.

7. Detener la reaccion con 200 ul de PCA 20 % vy agitar en vortex 5 s.

8. Centrifugar durante 20 min. a 3500 r.p.m y a temperatura ambiente para
precipitar proteinas (centrifuga Beckman GS-6R).

9. Afadir el sobrenadante a una pipeta Pasteur de vidrio que contiene lana de
vidrio y Dowex 50 W (forma protonada, 1 cm) equivalente a 400 pul de pasta de
Dowex (50:50 dowex y agua).

10. Lavar la columna pasando 1 ml de agua 2 veces.

11. La octopamina fijada a la resina Dowex se eluye al afiadir 1ml de NH,OH 4 N.
Este proceso se realiza 2 veces. La octopamina eluida se recoge en tubos de
vidrio.

12. A los 2 ml de eluato se le afiaden 200 pl de NalO4 2 % para que se produzca
oxidacion de la octopamina a p-hidroxibenzaldehido y se agita en vortex.

13. Después de exactamente 6 min., se afiaden 200 ul de Na,S,0s y se agita en
vortex.

14. Leer la absorbancia a 330 nm después de 2 min. y antes de 3h.

Al valor de absorbancia de cada muestra problema o de la recta estandar se
le resta el valor de absorbancia del blanco. Este valor de absorbancia neta se
interpola en una recta donde en el eje de abcisas se situan las diferentes
concentraciones de octopamina y en el eje de ordenadas los valores netos de
absorbancia de cada una de las concentraciones que integran la recta.

4. ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos cuantitativos se representaron como media + desviacion estandar
( X £ Ds). En las figuras la desviacion estandar de los datos se indica por barras.
Las diferencias entre grupos se analizaron usando el test no paramétrico de la U-de
Mann-Whitney. EIl test de Wilcoxon se usé para analizar diferencias entre datos
pareados. Las variables cualitativas se expresaron como frecuencia o porcentaje y
las diferencias entre grupos se evaluaron usando el test de % con la correccién de
Yates cuando se preciso. Las correlaciones entre variables se evaluaron utilizando
el test de correlaciones bivariadas de Pearson. Valores de P < 0.05 indican
significacion estadistica. Las correlaciones que resultaron significativas se
evaluaron graficamente valorandose como irrelevantes si la correlacion es a
expensas de un nimero reducido de puntos (< 10% de la muestra) y como relevante
en caso contrario. El programa estadistico utilizado fue el SPSS 10.0.
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3.5 ml acetato sédico 1M pH 5
0.875 ml L-ascorbato 0.2 M
0.875 ml fumarato 0.2M
800 ul mezcla 0.875 ml pargilina HCI 0.02M Para 14 tubos
2.625 ml N-etilmaleimida 0.2M
1.75 ml catalasa (100 ul + 2400 pul agua)
3.5 ml de agua

25 ul suero, 6
25 ul de cada una de las concentraciones de
octopamina

Y
Afadir 100 ul tiramina

A 4
Incubar 1h, 37 °C

l

Detener reaccion con 200 pul PCA 20 %

Centrifugar 30 min., 3500 r.p.m,
temperatura ambiente

Depositar sobrenadante sobre

Precipitan proteinas Dowex

Lavar 1 ml agua (x 2)

Eluir Iml NH4OH 4 N (x 2)
v

Oxidar con 200 pl NalO42 % y mezclar

Esperar 6 min.
v

200 pl Nazs;05 10 % y mezclar

v

Leer absorbancia a 330 nm

Figura 18. Protocolo para el ensayo de la actividad de la dopamina-beta-hidroxilasa.
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ANEXO :

COPIA DE LA APROBACION POR EL COMITE
ETICO PARA LA INVESTIGACION CLINICA (CEIC).
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N

COMSELLERIA DE SAMITAT

H

ospital General

Universitario de Alicante y

Centro

de Especialidades Babel

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital General Universitario de Alicante, en su sesion del dia 11 de
Octubre de 2000, y una vez estudiada la documentacion presentada por el
Dr. José Maria Palazon Azorin, Médico Adjunto de la Unidad Hepética del
Hospital General Universitario de Alicante, tiene bien a informar que el
proyecto de investigacion titulado: “Estudio de la actividad de los
receptores beta-2 del hematie tras la administracion de los pautas de
propranolol, en pacientes con cirrosis hepatica e hipertension portal, y
su relacion con la respuesta hemodinamica y clinica”, se ajusta a las

normas deontoldgicas establecidas para tales casos.

Y para que conste lo firma en Alicante con fecha de once de Octubre del

dos mil.

~Ffirique Batlle Gualda
SECRETARIO DEL C.E.I.C
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Resultados

1. VALIDACION DE LAS TECNICAS:
1.1. MEDIDA DE PROTEINAS ( TECNICA DE BRADFORD):

Se han realizado un total de 23 rectas de calibracion del método de Bradford para la
determinacion de proteinas en distintas fechas. Los valores de absorbancia para cada
concentracion de albdmina medida se recogen en la tabla 7.

Concentracion de albdmina

Fecha/Abs 40 pg/ml 60 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml 400 pg/ml Ecuacion R?
01/03/2002 0,15 0,27 0,43 0,49 Y =0,0012X + 0,0174 0,98
12/03/2002 0,16 0,27 0,34 0,45 Y =0,0011X + 0,0288 0,98
20/03/2002 0,20 0,26 0,38 0,46 Y =0,0011X + 0,038 0,96
22/03/2002 0,12 0,26 0,33 0,47 Y =0,0011X + 0,048 0,99
03/04/2002 0,13 0,24 0,37 0,52 Y =0,0012X - 0,001 1,00
08/04/2002 0,13 0,28 0,41 0,47 Y =0,0012X + 0,0136 0,98
10/04/2002 0,15 0,25 0,38 0,50 Y =0,0012X + 0,0110 1,00
05/06/2002 0,11 0,18 0,32 0,56 Y =0,0013X - 0,0316 0,95
06/06/2002 0,04 0,07 0,14 0,29 0,41 0,53 Y =0,0013X - 0,0023 1,00
14/06/2002 0,04 0,07 0,10 0,18 0,29 0,44 0,57 Y =0,0015X - 0,0080 0,99
25/06/2002 0,04 0,09 0,14 0,27 0,39 0,52 Y =0,0013X - 0,0044 1,00
28/06/2002 0,04 0,09 0,11 0,15 0,30 0,44 0,56 Y =0,0014X - 0,0012 1,00
01/07/2002 0,04 0,06 0,09 0,13 0,27 0,40 0,51 Y =0,0013X + 0,010 1,00
26/07/2002 0,02 0,03 0,06 0,11 0,23 0,37 0,50 Y =0,0013X - 0,027 1,00
03/10/2002 0,10 0,15 0,20 0,22 0,35 0,48 0,54 Y =0,0013X + 0,063 0,96
14/11/2002 0,04 0,07 0,11 0,16 0,31 0,37 0,49 Y =0,0012X +0,0113 0,98
19/12/2002 0,06 0,11 0,14 0,16 0,28 0,37 0,50 Y =0,0012X + 0,020 0,99
20/12/2002 0,08 0,13 0,15 0,18 0,28 0,39 0,50 Y =0,0019X + 0,037 0,99
13/02/2003 0,04 0,08 0,11 0,14 0,22 0,28 0,38 Y =0,0009X + 0,0149 0,96
08/07/2003 0,08 0,10 0,14 0,17 0,25 0,40 0,48 Y =0,0012X + 0,026 0,98
09/07/2003 0,08 0,09 0,13 0,16 0,28 0,40 0,51 Y =0,0012X + 0,0198 0,99
05/11/2003 0,02 0,09 0,10 0,11 0,29 0,31 0,45 Y =0,0011X + 0,0012 0,96
11/12/2003 0,05 0,09 0,12 0,14 0,28 0,37 0,46 Y =0,0011X + 0,015 0,98
Media 0,05 0,09 0,12 0,15 0,27 0,38 0,50 0,98
Desv.Estand. 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,05 0,04 0,01
CV (%) 47,85 33,94 28,50 18,78 12,37 11,79 8,68 1,47

Tabla 7. Valores de absorbancia para cada concentracion de albimina de la recta de calibracién del método
de Bradford. Cada valor de absorbancia indicado en la tabla es el valor medio resultante de medir cada
muestra por duplicado.

1.1.1. Recta estandar media:

En la figura 19 se muestra la recta de calibracion media con las diferentes
concentraciones de albimina (ug/ml) en el eje de abcisas y las absorbancias (UA) en el eje
de ordenadas. Los datos son los valores medios + desviacion estandar ( X + Ds) (n = 23).
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Recta de calibracion media

y = 0,0012x + 0,0179
R? = 0,9969

Absorbancia (U.A)
o
w
|

O T T T 1
0 100 200 300 400

Proteinas (microgramos/ml)

Figura 19. Recta de calibracion media de la técnica de Bradford.

1.1.2 Variabilidad interdia:

Para cada concentracion de albumina de la recta de calibracion media se calcul6 la
media ( X ), desviacion estandar ( Ds ) y coeficiente de variacion ( CV ) de los 23 dias de
medida. Se puede apreciar en la tabla 8 que la variabilidad entre los diferentes dias de
estudio oscila entre un 9-48%.

Concentracion de

albimina (ug/ml) X Absorbancias Ds CV (%) n
40 0,05 0,02 48 15
60 0,09 0,03 34 14
80 0,12 0,03 29 14
100 0,15 0,03 19 23
200 0,27 0,03 12 23
300 0,38 0,05 12 23
400 0,5 0,04 9 23

Tabla 8.Variabilidad interdia de la técnica de Bradford.
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1.1.3. Variabilidad intradia:

Cada punto de las respectivas rectas se midio por duplicado. A continuacion (tabla
9) se detallan cada uno de los CV de estas medidas pudiendo observarse que la
variabilidad media en la medida de los duplicados de cada dia no supera en ningun caso el
25%.

Fecha CV 40 pg/ml CV 60 pg /ml CV 80 pg /ml CV 100 pg /ml CV 200 pg /ml CV 300 pg /ml CV 400 pg /ml X + Ds

20/03/2002 2,18 5,64 0,56 9,14 4,38 +3,82
22/03/2002 37,35 2,74 2,97 1,52 11,15+ 17,48
03/04/2002 28,5 13,7 1,73 2,33 11,57 £ 12,56
08/04/2002 36,3 6,88 7,46 0,15 12,70 £ 16,08
10/04/2002 3,27 10 4,05 4,42 5,44 £ 3,08
05/06/2002 27,2 16,09 14,62 6,22 16,03 £ 8,62
06/06/2002 22,5 9,29 6,87 14,73 9,15 8,82 11,89 +£5,82
14/06/2002 16,53 18,3 1,37 4,77 11,54 5,89 2,48 8,70 £ 6,80
25/06/2002 1,84 0,8 10,88 4,14 1,63 0,41 3,28 £3,94
28/06/2002 25,71 1,55 9,08 2,36 0,71 2,23 3,05 6,38 £ 8,95
01/07/2002 2191 3,29 8,13 0,79 35 8,71 7,72 +£7,59
26/07/2002 3,63 7,19 39,5 25,48 1,55 3.8 9,98 13,02 £ 14,17
03/10/2002 3,45 26,37 2,14 3,82 2,23 1,63 1,17 5,83+9,11
14/11/2002 26,19 10,88 8,76 17,57 6,41 3,6 7,19 11,51+7,83
19/12/2002 0,66 1,36 2,26 0,38 0,14 0,96 + 0,86
20/12/2002 6,07 13,65 1,46 1,57 35 3,6 1,41 4,47 +4,38
13/02/2003 53,78 43,17 1 0,56 24,63 +£27,88
08/07/2003 9,2 14,43 16,76 0,83 3,07 6,32 4,23 7,83 £5,95
09/07/2003 0 3,82 12,06 3,05 9,26 0,18 6,35 4,96 £4,53
05/11/2003 5,89 60,14 29,14 3,14 9,14 8,67 5,39 17,36 £ 20,77
11/12/2003 6,29 12,3 49,41 17,55 11,58 1,91 4,94 14,85 + 16,11

Tabla 9. Variabilidad intradia de la técnica de Bradford.

1.2. MEDIDA DE AMPc:

Se han realizado un total de 36 rectas estandar de AMPc. En la figura 20 se
muestran los valores medios + Ds de las concentraciones de AMPc medidas (0, 0.25, 0.4,
0.5, 0.8, 1, 1.6, 2, 3.2, 4, 8, 16). La R? media de las 36 rectas fue en todos los casos
superior a 0.95. (Intervalo de confianza-1C- del 95% entre 0.953 y 1.003).

20 -
15 y = 0,6293x + 1,0037
< R?=0,9934
O
~
o
@)
0 T T T T 1
0 4 8 12 16

AMPc (pmol/tubo)

Figura 20. Valores medios de las rectas estandares de AMPc. Los datos indican los valores Co/Cx medios +
Ds de 36 medidas.
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1.2.1. Variabilidad interdia:

Para cada concentracion de AMPc incluida en la recta de calibracion, se ha
calculado el valor medio, la Ds y CV del cociente Co/Cx de las 36 determinaciones
efectuadas en los diferentes dias. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 10 en la
que se puede apreciar que la variabilidad entre los diferentes dias de estudio oscila entre un
6 y un 27% para la mayoria de las concentraciones excepto en el caso de las
concentraciones de 4 y 16 picomoles de AMPc que mostraron una variabilidad interdia

superior.
pmol AMPc Media Co/Cx Desviacién Estandar CV (%) n
0,25 1,11 0,14 13 2
0,4 1,31 0,13 10 12
0,5 1,25 0,07 6 5
0,8 1,64 0,24 14 11
1 1,66 0,46 27 13
1,6 2,1 0,33 16 18
2 2,15 0,28 13 16
3,2 3,43 0,4 12 5
4 3,37 1,32 39 13
8 5,47 0,95 17 11
16 11,31 7,33 65 21

Tabla 10. Variabilidad interdia de los valores de AMPc.

1.2.2. Variabilidad intradia:

En 13 de las rectas de calibracion se midio cada punto por duplicado. A
continuacion se detallan (tabla 11) para cada una de estas rectas de calibracion el CV de
las 2 medidas de cada punto. La variabilidad media expresada como X + Ds es del 11.5 +
9.6% con un intervalo de confianza del 95% (IC 95%) comprendido entre 6-17%.

Cvo0 Cv025CVv04 CVO5 <CVO08 CV1l CV16 CVv2 CVv32 Cv4 CV8 CVie _
Fechacurva  pmol pmol  pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol X + Ds
04/07/2001 30,91 8,49 37,01 20,65 11,08 23,85 22,00+ 11.06
13/09/2001 23,85 18,27 31,1 79,62 38,21+28.10
26/09/2001 8,97 3,23 14,18 15,25 19,21 8,95 11,63+5.69
10/10/2001 11,73 6,6 9,75 7,94 17,31 34,64 14,66+ 10.48
16/10/2001 3,15 3,13 10,88 15,83 8,25* 6.23
24/10/2001 16,29 1,58 10,18 0,77 6,94 1144 7,87 +6.00
02/11/2001 0,97 7,38 2,45 2,06 123 17,41 525+6.40
05/11/2001 3,65 1,03 10,51 5,06 £4.90
16/11/2001 0,76 23,29 1,23 8,43+ 12.87
26/11/2001 7,7 15,05 9,92 26,17 14,71+8.24
09/04/2002 5,4 4,35 488+ 0.74
26/07/2002 4,49 1,98 4,58 6,08 2,29 3,88£1.72
12/12/2003 0,08 1,74 1,68 7,26 3,13 13,78 4,61+5.11
X + Ds 11.5+9.6
1C 95% (6-17)

Tabla 11. Variabilidad intradia de los valores de AMPc.
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1.2.3. Influencia de las condiciones experimentales sobre la medida de AMPc:

1.2.3.1. Produccién de AMPc en presencia de Mn?* 9 mM, Mg?* 9 mM, ATP 2 mM,
IBMX 1 mM y 10 minutos de incubacion:

Se adoptaron como condiciones estandar para la medicién de la cantidad de AMPc
producida por membranas de hematies humanos adultos las efectuadas en presencia de
Mn* 9 mM, Mg* 9mM, ATP 2 mM, IBMX 1 mM y 10 minutos de incubacién, de
acuerdo con trabajos previos (Gauger y cols, 1975; Hirata y cols, 1979; Horga y cols,
2000). Bajo estas condiciones se evaluaron 6 muestras de sangre obtenidas de 6 individuos
sanos.

En estos experimentos se obtuvo un valor basal de 11.53 + 7.02 pmol AMPc/mg
prot/10 min incubacion (n = 6) que aumentd de manera significativa (P = 0.028) hasta
19.40 + 10.64 pmol AMPc/mg prot/10 min incubacion (n = 6) tras el estimulo con
isoproterenol 10 M. Este estimulo se redujo en presencia de propranolol 10° M a 13.48 +
6.07 pmol AMPc/mg prot/10 min incubacion (n = 4). Estos resultados se representan en la
figura 21.
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Figura 21. Produccidn basal de AMPc en membranas de hematies de individuos sanos bajo condiciones
estandares de trabajo.* P< 0.05 comparado con el valor basal.

1.2.3.2. Composicidn celular de las muestras:

Se comprobd la eficacia de los procedimientos de separacion de nuestro método
contabilizando la cantidad de elementos celulares que se obtienen en cada uno de los pasos
del procedimiento:
1. Centrifugacion de la muestra de sangre (en tubos con EDTA) a 500 r.p.m
durante 5 min. con objeto de separar el plasma y el mayor nimero de plaquetas
posible (tubo 1).

2. Realizacion del gradiente de Ficoll como previamente se ha descrito para
separar linfocitos (tubo 2).

3. 3 lavados sucesivos a 1000 r.p.m durante 10 min. con suero fisiolégico para
eliminar los restos de Ficoll y separar una interfase donde abundan los
leucocitos y hematies (tubo 3).
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El contenido celular en cada uno de los tubos se determind utilizando un contador
Coulter en el Hospital Universitario de San Juan y es el que se recoge en los siguientes
esquemas:

Plasma Tubo 1

Hematies: 0.05*10%/ul  ~ Precipitado celular
Leucocitos:0.91*10%/ul o

Linfocitos:0.65*10°/pl r Hematies: 6.02*10°%/pl

Neutrofilos: 0.10%10%/pl L eucocitos:8.03*10%/ul
Monocitos: 0.15*10%/pl Linfocitos:2.42*10°/pl
Eosinéfilos: 0.0*10%pl ¢= {  Neutrofilos: 5.03*10%l
Plaquetas: 392*10°/ul Monocitos: 0.28*10°/pl

~—

d Eosindfilos: 0.26*10%/ul
| Plaquetas: 87*10%ul
Tubo 2 tras Ficoll
Hematies: 0%10°/ul — > Plasma

Leucocitos:3.43*10%/ul —

Linfocitos:2.81*10%/l = Banda de linfocitos

Neutréfilos: 0.31*10%/ul ; —T— Ficoll

Monocitos: 0.31*10%/pl '

EosinGfilos: 0.0%10% ( Hematies: 7.8110° /ul

o K Leucocitos:4.99*10%/ul

Plaquetas: 12*10%/ul  / <—— | Linfocitos:0.65*10%l

{ Neutrdfilos: 3.92*10%pl
Monocitos: 0.05*10%/pl
Eosinéfilos: 0.25*10%/ul
Plaquetas: 4*10%/ul

\

Tubo 3 (final 3* lavado) (Este resultado es la X + Ds de 5 muestras)

Suero fisiolégico—»

Hematies: 9.216 + 0.142*10°/ul (99.82 %)
Linfocitos: 0.082 + 0.015*10°/ul (0.0009 %)
Neutréfilos: 8.562 + 0.409%10%/ul (0.09 %)
Eosinéfilos: 0.392 + 0.114*10°/pul (0.004 %)
Plaquetas: 7.200 + 3.769*10%/ul (0.08 %)

Para obtener las membranas siempre tomamos la muestra del fondo del tubo y puesto
que un 99.82 % de los elementos celulares son hematies, podemos asumir que las
membranas que obtenemos son basicamente de hematies.
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1.2.3.3. Estabilidad de los kits de AMPc:

Se evaluo la estabilidad de los Kits de AMPc a distintas temperaturas de
almacenamiento.

En la figura 22 se representa para las distintas concentraciones estandares del kit de
AMPc las cpm que se obtuvieron con un mismo kit en dos fechas diferentes. El Kit
permanecio durante este periodo almacenado a 4°C.

Kit mantenido refrigerado a 4°C

3000
S 2000
o
O 1000
0 - \ \ T —N
0 4 8 12 16

Picomoles AMPc

—e—Dia 0 —#— Dia 60

Figura 22. Representacion de las c.p.m alcanzadas en 2 dias diferentes de estudio.

Las c.p.m. obtenidas a los 2 meses son practicamente la mitad de las esperadas. De
dicho experimento se desprende que se produce una pérdida de la sefial del kit en un
periodo de 2 meses cuando se almacena a 4 °C. EI mismo experimento pero con el kit
congelado a —20 °C demostrd que no habia pérdida en el nimero de c.p.m. La figura 24
muestra los resultados obtenidos:

Evaluacién del mismo Kit

5000
4000 ™

E 3000

= 2000 %
1000 -

o
o
(0 0]
H
N
H
D

Picomoles AMPc

—o—Dia 0 —#—-Dija 11 Dia 21 Dia 87

Figura 23. C.p.m obtenidas tras un periodo de 2 meses con un kit almacenado a —20 °C.
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1.2.3.4. Influencia del modelo de contador de centelleo, tiempo de contaje y agitacion:

Se ha evaluado la influencia del modelo de contador de centelleo, tiempo necesario
para el contaje y la agitacion de los viales antes de ser contados. Para ello, las mismas
muestras se midieron en 2 contadores de centelleo diferentes (Beckman LS 1701 y Wallac
1410), a diferentes tiempos, con y sin agitacion de la muestra previa al contaje (tabla 12).

Ecuacién Contador Agitacion Tiempo de medida
Y =1.022 + 0.489X Wallac 1410 No 1 minuto
Y =0.978 + 0.462X Beckman LS 1701 No 5 minutos
Y =1.042 + 0.418X Beckman LS 1701 No 1 minuto
Y =0.995 + 0.442X Wallac 1410 Si 1 minuto
Y =1.002 + 0.437X Wallac 1410 Si 5 minutos

Tabla 12. Ecuaciones de las rectas de AMPc en funcién del modelo de contador de centelleo.

A la vista de estas ecuaciones, la medida de AMPc es independiente del contador
utilizado, del tiempo y de si se agitan 0 no las muestras previamente al contaje. Se adoptd
trabajar siempre con el contador Wallac 1410 puesto que proporciona la medida en 1
minuto y agitar las muestras antes de situarlas en el contador.

1.2.3.5. Efecto de separar los elementos celulares de las muestras con Percoll, Ficoll o
con centrifugacion simple:

En la tabla 13 se muestran los valores de AMPc (pmol/mg proteina/10 min)
obtenidos en muestras controles cuyas membranas de hematies se obtuvieron usando un
gradiente de Percoll (n = 13), usando un gradiente de Ficoll (n = 12), y reemplazando el
gradiente por una centrifugacion a 1000 r.p.m durante 10 min (n = 12).

. . Tras isoproterenol
Tipo de separacién Basal P

10* M
Percoll (n = 13) 9.93+10.19 22.07+£21.83
Ficoll (n = 12) 14.36 + 20.02 19.27 £ 26.15
Centrifugacion (n = 12) 10.17 £ 11.44 17.51+£17.41

Tabla 13. Valores de AMPc obtenidos en los controles (pmol AMPc/mg proteina/10min) utilizando un
gradiente de Ficoll, un gradiente de Percoll, y una centrifugacion a 1000 r.p.m.
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50 ~
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20 - "'
10 ~

Controles separados con Percoll

*

’_T_‘

Basal

AMPc(pmol/mg proteina/10 min)

Isoproterenol 10 M Isoproterenol 10 M +
Propranolol 10°% M

Figura 24. Representacion grafica de los valores de AMPc producidos por membranas de hematies en
muestras controles separadas con Percoll. * P < 0.05 comparado con la basal. + P < 0.05 comparado con

isoproterenol 10 M.

En la figura 24 se puede ver que el estimulo con isoproterenol 10* M incrementa

significativamente la actividad de la AC (P = 0.037); un efecto que se abole en presencia

de propranolol 10° M.

En las figuras 25y 26 se representan los valores de AMPc basales y tras el estimulo

con isoproterenol 10 M para los controles en los 3 procesos de separacion celular y

cuando se evallan en general:

a1
o
J

n=12

AMPc (pmol/mg proteina/10")
N
Ul
1

Actividad basal

n=12 n=13

n=37

o

Controles con
centrifugacion

Controles con Ficoll Controles con Percoll

Controles totales

Figura 25. Actividad basal de la AC en los controles en funcién del procedimiento de separacion de los

elementos celulares.
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Actividad en presencia de isoproterenol 10 M
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Figura 26. Actividad de la AC tras el estimulo con isoproterenol 10* M en funcién del procedimiento de
separacion de los elementos celulares.

No se encontraron diferencias significativas en los valores de AMPc basales y tras
estimular con isoproterenol 10 M, entre las muestras de controles procesadas con Percoll,
las procesadas con Ficoll y las procesadas con centrifugacion.

1.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA DBH:

1.3.1. Recuperacion de octopamina:

Se evaluo la pérdida de octopamina en su paso a través de la columna de Dowex.
Para ello se prepararon diferentes concentraciones de octopamina determinandose la
absorbancia producida pasando y sin pasar la octopamina a través de la columna de
Dowex. Los resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 14:

Nmoles octopamina Absorbancia sin pasar por la  Absorbancia pasando por % de recuperacion
columna columna
0 0.020 0.052 260
3.15 0.567 0.539 95
6.5 0.770 0.770 100
12.5 0.830 0.857 103
25 0.958 0.968 101
50 0.957 0.806 84
100 0.929 0.811 87
200 0.808 0.803 99

Tabla 14. Recuperacién de octopamina.

A la vista de los resultados, no parece que el hecho de atravesar la columna de
Dowex origine pérdidas relevantes en la cantidad de octopamina.
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1.3.2. Variabilidad interdia:

Cada punto de las respectivas rectas estandar de octopamina se midi6 por duplicado
o triplicado. A continuacion se detallan cada uno de los CV (tabla 14) de estas medidas
pudiendo observarse que la variabilidad media en la media de los duplicados de cada dia
no supera en ningun caso el 25 %, excepto para el valor del blanco, en el caso de que las
concentraciones de octopamina atraviesen la columna de Dowex.

Nmoles octopamina Media Absorbancias Desviacion Estandar CV (%) n
0 0.030 0.067 227 4
0.026 0.261 0.062 24 2
0.039 0.499 - - 1
0.052 0.539 0.016 3 2
0.065 0.624 0.013 2 2
0.078 0.665 0.027 4 2
0.092 0.738 0.020 3 2
0.33 0.775 0.019 2 2
0.66 0.807 0.062 8 2
1.32 0.807 0.048 6 2
3.94 0.777 - - 1
5.26 0.810 - - 1

Tabla 15. Variabilidad interdia de la determinacién de DBH.

1.3.3. Efectos del acido ascorbico:

Se valor6 la actividad de la DBH en presencia y en ausencia de acido ascérbico en
muestras de voluntarios sanos. La absorbancia que se obtuvo sin ascorbico fue de 0.079 +
0.017 (n = 6) Unidades de absorbancia (UA) y de 0.177 + 0.055 en presencia de ascorbico
(n = 6) UA. Queda patente que en presencia de ascorbico, la actividad de la DBH se
incrementa.

1.3.4. Efecto de la mezcla: acetato sddico, ascorbato, fumarato, pargilina, N-
etilmaleimida, catalasa y H,0:

Se evalud la influencia de esta mezcla en la cuantificacion de la medida de
absorbancia. Para ello, se procesaron muestras con todos los componentes de esta mezcla.
El suero y la tiramina se cambiaron por H,0. La absorbancia que se midi6 fue de 0.035 +
0.002 UA (n = 2), un valor similar a los valores blanco, lo que indica que la mezcla inicial
no interfiere sobre el valor de absorbancia final determinado.

1.3.5. Determinacioén de la actividad de la DBH en muestras de suero control:

Se determind la actividad de la DBH en 21 muestras de suero de control. La
actividad medida en 25 ul de suero fue de 34.50 + 0.09 UI/L. Este resultado esta en
concordancia con los de Nagatsu y cols, 1972.

91



Resultados

1.3.6. Linealidad de la determinacion:

Se prepar6 una recta estandar de octopamina afiadiendo a muestras control
octopamina para alcanzar las siguientes concentraciones finales: 0, 0.026, 0.039, 0.052,
0.065, 0.078, 0.092, 0.105, 0.13, 0.157, 0.26 nmoles y se determind la absorbancia. Los
resultados se representan en la figura 27:
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< 0 # ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 0,3

nmoles octopamina

Figura 27. Linealidad de la cuantificacion de octopamina.
Puesto que solo aparece un intervalo lineal de concentraciones entre los puntos 0 y

0.092 nmoles de octopamina finales, se eligio este intervalo lineal para construir la rectas
estandar de cada dia de trabajo.

1.3.7. Recta estandar de calibracion:

En la figura 28 se representa una recta estandar tipica de octopamina. Es lineal
entre 0 y 0.092 nmoles octopamina finales.

y=8,1793x + 0,026
R?=0,9872

O - T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Absorb muestra - Absorb blanco

Nmoles octopamina finales

Figura 28. Recta estandar de calibraciéon de octopamina. Relacion entre los nmoles de octopamina de la
muestra y la absorbancia neta (Abs muestra-Abs blanco) para una recta de calibracion.
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2. PACIENTES Y CONTROLES INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO:

Desde Septiembre del 2001 a Diciembre del 2003, se han incluido secuencialmente
48 pacientes. Un primer grupo lo constituyeron aquellos pacientes referidos al Hospital
para evaluacion de la profilaxis primaria del sangrado de varices esofagicas (n = 17)
mientras que un segundo grupo lo integraron pacientes incluidos 5-7 dias después de la
recuperacion de un episodio agudo por sangrado de varices esoféagicas (profilaxis
secundaria) (n = 31). Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes fueron
similares en ambos grupos, excepto la edad, los niveles de glucosa, la presion arterial
diastdlica y la presion arterial media (tabla 16). Diecinueve pacientes del grupo de
profilaxis secundaria recibieron una transfusion durante los 5 primeros dias despues del
sangrado. Trece pacientes de este grupo recibieron un bolus de 250 ug de somatostatina
seguido por una infusién continua intravenosa (250 pg/h) que se mantuvo durante los 5
primeros dias de admision.

Como controles se incluyeron un total de 37 muestras sanguineas de voluntarios
sanos aprovechando la realizacion de un ensayo clinico llevado a cabo en la Unidad de
Ensayos Clincos de la Universidad Miguel Hernandez. Las muestras correspondian a
voluntarios de ambos sexos, con un rango de edad entre 20 y 26 afios, con un indice de
masa corporal menor de 30 y sin patologias relevantes detectadas.
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Profilaxis secundaria

Profilaxis primaria

N =32 N =16
Edad (afios) 60 + 10 52 + 8*
Sexo (M/F) 21/11 12/4
Peso (Kg) 76 + 15 82+19
Etiologia de la cirrosis
Alcohol 18 8
Virus 11 4
Alcohol + Virus - 2
Otras 3 2
Consumo activo de alcohol (si/no) 5/27 4/12
Puntuacion Child-Pugh 78+24 74+20
Bilirrubina total (mg/100 ml) 23+15 25+18
Albumina sérica (g/dl) 29+0.6 29+1.0
Quick (%) 64 + 15 71413
Creatinina (mg/dL) 0.8+0.3 0.7+0.2
Hemoglobina (g/100 ml) 11+2 12+2
Hematocrito (ml/100ml) 32+6 36+5
Plaquetas (mm?) 102969+ 60169 96313 + 48086
Leucocitos (mm?®) 6364 + 3499 5306 + 2432
Fosfatasa alcalina (mU/ml) 180 + 116 185+ 110
Glucosa en ayunas (mg/100 ml) 188 + 92 110 + 32*
Aascitis (si/no) 9/23 4/12
Presidn arterial sistélica (mmHg) 135+ 17 146 £ 22
Presidn arterial diastélica (mmHg) 72+12 81+ 9*
Presidn arterial media (mmHg) 93+12 103 +11*
Frecuencia cardiaca (latidos/minuto) 79+13 81+11
Tratamiento previo con B-blogueantes (si/no) 11/21 9/7
Somatostatina (si/no) 13/19 0/16
Bolsas concentrado de hematies 4+3 -
Numero de pacientes transfundidos (si/no) 15/17 0/16*

Tabla 16. Caracteristicas clinicas de los pacientes cirréticos incluidos en el estudio. *P< 0.05.

En la tabla 17 se describen los parametros hemodindmicos medidos en los
pacientes (total de pacientes, pacientes en profilaxis primaria y pacientes en profilaxis
secundaria) en el momento de la realizacion del estudio hemodinamico, 30 minutos
después de la administracion de un bolus iv de propranolol y tras 3 meses de tratamiento
con propranolol oral.
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Todos los pacientes  Antes del propranolol iv

30 minutos tras

3 meses con propranolol

propranolol iv oral
n =438 n=46 n=21

Presidn arterial sistélica 139+ 20 131 +18* 13221
Presidn arterial 75+ 12 73+13 66 + 11*
diastélica

Presion arterial media 97 +12 92 +13* 88 + 12*
Frecuencia cardiaca 79+12 66 + 10* 62+ 7*
Presidn enclavada 25.1+59 23.3+6.1* 23.1+4.6
Presion libre 74+33 8.7+5.1* 7.3+32
GPVH 17.8+4.3 15.0 + 4.4* 15.8 + 4.3*

Pacientes en profilaxis Antes del propranolol iv

30 minutos tras

3 meses con propranolol

primaria propranolol iv oral
n=16 n=15 n==6

Presion arterial sistolica 146 + 22 134 +23* 139+ 32
Presidn arterial 81+ 9+ 76 +9* 73+ 11*
diastélica
Presion arterial media 103+ 11+ 96 + 12* 95+ 14
Frecuencia cardiaca 81+11 68 + 10* 64+6
Presidn enclavada 243+5.2 226+4.9 22.8 +6.6*
Presion libre 74+3.0 8.8 +3.0* 9.2+37
GPVH 16.9+4.0 13.7 £ 3.2* 13.7 £ 3.9*

Pacientes en profilaxis Antes del propranolol iv

30 minutos después del

3 meses con propranolol

secundaria propranolol iv via oral
n=32 n=31 n=15
Presion arterial sistolica 135+ 17 129 + 15* 130+ 15
Presidn arterial 72+12 71+14 64 + 10
diastélica
Presion arterial media 93+12 91+13 86 + 10*
Frecuencia cardiaca 79+ 13 64 +9* 61 + 8*
Presidn enclavada 25.6+6.3 23.6 £6.7* 23.3+3.8
Presion libre 74+35 8.6+5.9 6.6+2.7
GPVH 18.2+4.4 15.6 + 4.8* 16.7+4.2

Tabla 17. Parametros hemodinamicos de los pacientes que participan en el estudio. * P< 0.05 comparado
con antes del propranolol iv. + P< 0.05 comparado con profilaxis secundaria.

En los pacientes de profilaxis primaria se han encontrado diferencias significativas
antes y después del bolus iv de propranolol para la presion arterial sistolica, presion arterial
diastdlica, presion arterial media, frecuencia cardiaca, presion libre y GPVH. En los
pacientes de profilaxis secundaria hay diferencias significativas entre los valores, antes y
después del bolus iv de propranolol, en la presion arterial sistdlica, frecuencia cardiaca,

presion enclavada y GPVH.
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En 21 pacientes (6 de profilaxis primaria y 15 de profilaxis secundaria) se llevo a
cabo un nuevo EH de la actividad de la AC tras 3 meses de tratamiento continuado con
propranolol oral (25 mg/12 h). En el total de pacientes cirrdticos con HTP tratados durante
3 meses con propranolol oral se observaron diferencias estadisticamente significativas en
los valores de presion arterial diastolica, media, frecuencia cardiaca y GPVH comparado
con la situacion previa a la administracion del bolus de propranolol iv en el estudio inicial.
Particularmente, en el grupo de profilaxis primaria, disminuyd significativamente la
presion arterial diastélica, la presion enclavada y el GPVH. Sin embargo, en los pacientes
de profilaxis secundaria, s6lo se aprecio la disminucion de la presion arterial media y la
frecuencia cardiaca, pero no de la presion enclavada ni del GPVH.

2.1. EFECTO DE LA EDAD DE LOS PACIENTES SOBRE LOS
VALORES DE AMPc:

Dado que la edad fue significativamente diferente en los 2 grupos de pacientes
estudiados y existe informacion acerca de que la actividad adrenérgica se modifica con la
edad, evaluamos si la edad de los pacientes cirroticos incluidos en el estudio podria influir
sobre los valores de AMPc tanto en condiciones basales como después de un estimulo con
isoproterenol 10 M. Para ello, calculamos la mediana de la edad de todos los pacientes
cirréticos resultando en un valor de 56 afios, e independientemente de su profilaxis,
evaluamos la formacion de AMPc en las membranas de los hematies en el grupo de
pacientes de edad inferior o igual a la mediana y en el grupo de edad superior. Los
resultados se muestran en las siguientes figuras:
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Figura 29. Representacion de los valores de AMPc en membranas de hematies ( X ) e IC 95% en los grupos
de edad separados por el valor de la mediana de la edad en situacién basal.
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B) Tras isoproterenol 10 M:
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Figura 30. Representacion de los valores de AMPc en membranas de hematies ( X ) e IC 95% después de
un estimulo con isoproterenol 10* M en los grupos de edad separados por el valor de la mediana de la edad.

No se encontraron diferencias significativas en los valores medios de AMPc entre
aquellos pacientes con una edad menor o igual a 56 afios y los mayores de 56 ni en
situacion basal (P = 0.428) ni tras el estimulo con isoproterenol (P = 0.768).

Igualmente, el andlisis de la posible correlacion entre la edad y los valores de
AMPc medidos basalmente y tras el estimulo con isoproterenol descart6 la existencia de
una correlacién significativa como se observa en las siguientes figuras (P = 0.928 figura A

y P =0.530 figura B).
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A) Basal:
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Figura 31. Representacion de los picomoles de AMPc en membranas de hematies en funcién de la edad de
los pacientes en situacion basal.

B) Tras isoproterenol 10 M:
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Figura 32. Representacion de los picomoles de AMPc en membranas de hematies en funcién de la edad de
los pacientes después de un estimulo con isoproterenol 10 M.
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3. ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE LA ADENILATO
CICLASA (AC) EN MEMBRANAS DE HEMATIES DE
PACIENTES CIRROTICOS CON HTP EN EL MOMENTO
DEL EH INICIAL:

3.1. ACTIVIDAD DE LA AC PREVIA A LA ADMINISTRACION DE
PROPRANOLOL IV:

3.1.1. Pacientes:

Se ha evaluado la funcionalidad del sistema AC de membranas de hematies en
sujetos controles y en los pacientes cirréticos con hipertensiéon portal incluidos en el
estudio antes de someterles al bolus iv de propranolol. Como puede observarse en la figura
30, en el caso de los controles se obtuvo una actividad media de 11.45 + 14.18 pmol
AMPc/mg proteina/10 min mientras que los pacientes mostraron una actividad
significativamente mayor (46.11 + 62.25 pmol AMPc/mg proteina/10 min). Cuando se
evaluo el incremento en la actividad de la AC tras estimular los receptores B con
Isoproterenol 10“ M, en el caso de los controles, la actividad media se incrementd
significativamente a 19.68 + 21.54 pmol AMPc/mg proteina/10 min mientras que en el
caso de los pacientes la produccion de AMPc fue de 55.01 + 84.44 pmol AMPc/mg
proteina/10 min., un incremento no significativo. Cuando se evaludé la capacidad del
propranolol 10®° M para antagonizar la activacion de la AC inducida por isoproterenol 10
M en el caso de los controles se redujo la actividad media a 15.74 + 18.17 pmol AMPc/mg
proteina/10 min mientras que en los pacientes la actividad fue de 51.57 + 75.65 pmol
AMPc/mg proteina/10 min.
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Figura 33. Funcionalidad de la AC en membranas de hematies de pacientes cirr6ticos y en controles.
* P < 0.05 comparado con controles. + P < 0.05 comparado con la basal.

Tanto para los controles como para los pacientes cirroticos, se calculd el estimulo

absoluto y relativo del isoproterenol 10* M y el bloqueo relativo y absoluto del
propranolol 10 M. Los resultados se recogen en la tabla 18:
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Resultados

Controles Pacientes

Estimulo relativo del isoproterenol 10*M 528 +13.70 (37)  1.36 + 7.40 (39)*
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 3.11 +7.07 (35) 1.31+£4.04 (37)
Estimulo absoluto del isoproterenol 10*M  8.23 +24.13 (37)  10.03 + 38.30 (39)
Bloqueo absoluto del propranolol 10° M -4.15 + 22.83 (35)  -3.22 + 26.28 (37)

Tabla 18. X + Ds (n) del estimulo relativo y absoluto para isoproterenaol y bloqueo relativo y absoluto para
propranolol en membranas de hematies de pacientes cirr6ticos y en voluntarios sanos. Tanto el estimulo
relativo del isoproterenol como el bloqueo relativo del propranolol se expresan en tanto por 1 mientras que el
estimulo absoluto del isoproterenol y el bloqueo absoluto del propranolol se expresan en pmol AMPc/mg
proteina/10 min. * P < 0.05 comparado con controles

Como se puede observar en la tabla anterior no se han encontrado diferencias
significativas entre los pacientes y los controles excepto para el estimulo relativo del
isoproterenol que en el caso de los pacientes fue significativamente inferior al de los
controles (P = 0.041).

3.1.1.1. Anélisis de las posibles correlaciones entre la actividad de la AC y las variables
clinicas de todos los pacientes incluidos en el estudio antes de la administracién de
un bolus iv de propranolol (EH inicial):

3.1.1.1.1.  Actividad basal:

Se ha estudiado la existencia de posibles correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc basales medidos antes del bolus iv de propranolol. Los
resultados obtenidos se recogen en las tablas 19 y 20. Como se puede observar, no se ha
encontrado ninguna correlacion significativa.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.125 0.447
Peso -0.027 0.928
Presion enclavada -0.068 0.679
Presion libre 0.086 0.604
GPVH -0.132 0.422
Presién arterial sistélica 0.004 0.982
Presién arterial diastdlica 0.138 0.444
Presién arterial media 0.088 0.627
Frecuencia cardiaca -0.075 0.679
Puntuacion Child 0.040 0.810
Leucocitos 0.159 0.333
Hemoglobina 0.189 0.249
Hematocrito 0.178 0.280
Plaguetas 0.024 0.886
GOT -0.212 0.228
GPT -0.197 0.265
GGT -0.294 0.103
Fosfatasa alcalina -0.182 0.311
Creatinina -0.150 0.390
Glucosa -0.113 0.517
Alblumina 0.063 0.740
Bilirrubina -0.018 0.919
indice de Quick -0.011 0.947

Tabla 19. Analisis del grado de correlacion existente entre la produccién de AMPc basal y las variables
clinicas cuantitativas en membranas de hematies de pacientes cirréticos con HTP durante el EH inicial.
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Variable AMPc ( X + Ds)(n) P

Sexo Masculino 30.9 £31.0 (25)
Femenino 73.2+91.2 (14) 0.111

Etiologia de la cirrosis Alcohol 44.8 + 44.6 (20)
Virus 55.5+89.5 (14) 0.931

Otras 15.0+£8.2 (3)
Alcohol + virus 39.8+£33.1(2) 0.400

Consumo activo de alcohol Si 55.4 +54.2 (8)
No 43.7+64.8 (31) 0.573

B-blogueantes en el mes previo Si 51.4 + 82.8 (16)
No 42.4 + 445 (23) 0.789

Nitritos en el mes previo Si 52.8 +59.2 (3)
No 45.6 + 63.3 (36) 0.862

Furosemida en el mes previo Si 21.1+16.6 (5)
No 49.8 + 65.7 (34) 0.334

Espironolactona en el mes previo Si 34.5+28.7 (12)
No 51.3+72.3(27) 0.753

Lactulosa en el mes previo Si 74.2+65.1(2)
No 45.6 + 62.7 (37) 0.389

Respuesta estudio hemodinamico Si 36.3 +35.2 (18)
No 55.6 + 80.3 (20) 0.828

Somatostatina Simple 44.3+53.7 (8)
Doble 62.5+50.0 (3) 0.376

Transfusion Si 43.3+41.0 (12)
No 47.4 +70.4 (27) 0.391

Tabla 20. Produccién de AMPc basal ( X + Ds) en funcion de las variables clinicas cualitativas estudiadas

en los pacientes cirrticos con HTP durante el EH incial.
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Resultados

3.1.1.1.2.  Tras el estimulo con isoproterenol 10 M.

También se ha evaluado la posible existencia de correlaciones entre las variables
clinicas y los valores de AMP tras el estimulo con isoproterenol 10 M. Los resultados se
recogen en la siguientes tablas (tablas 21 y 22):

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.088 0.590
Peso -0.376 0.167
Presién enclavada -0.125 0.444
Presién libre -0.008 0.960
GPVH -0.154 0.344
Presién arterial sistélica 0.127 0.476
Presién arterial diastdlica 0.277 0.112
Presién arterial media 0.239 0.173
Frecuencia cardiaca 0.082 0.646
Puntuacion Child 0.011 0.947
Leucocitos 0.067 0.681
Hemoglobina 0.246 0.126
Hematocrito 0.236 0.142
Plaguetas -0.019 0.907
GOT -0.098 0.574
GPT -0.122 0.485
GGT -0.111 0.539
Fosfatasa alcalina -0.060 0.736
Creatinina -0.074 0.666
Glucosa -0.198 0.248
AlbUmina 0.106 0.570
Bilirrubina 0.084 0.633
indice de Quick 0.093 0.574

Tabla 21. Andlisis del grado de correlacién existente entre la produccion de AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10 My las variables clinicas cuantitativas en membranas de hematies de pacientes cirréticos
con HTP durante el EH inicial.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P
Sexo Masculino 35.6 £ 31.2 (25)
Femenino 90.7 + 126.5 (15) 0.069
Etiologia de la cirrosis Alcohol 52.1 + 45.6 (20)
Virus 68.6 + 127.9 (15) 0.610
Otras 13.8+12.0 (3)
Alcohol + virus 448 +£29.2 (2) 0.200
Consumo activo de alcohol Si 76.2 +53.8 (8)
No 49.7+90.4 (32) 0.088
B-bloqueantes en el mes previo Si 70.3+122.3 (16)
Nitritos en el mes previo Si 43.6 +£46.0 (3)
No 55.9+87.1 (37) 1.000
Furosemida en el mes previo Si 29.1+32.0 (6)
No 59.6 +90.1 (34) 0.447
Espironolactona en el mes previo Si 54.3 £ 45.4 (13)
No 55.4 +98.7 (27) 0.264
Lactulosa en el mes previo Si 88.8+£74.2 (3)
No 52.3+85.5(37) 0.296
Respuesta estudio hemodinamico Si 43.7 + 44.6 (18)
No 64.0 + 109.6 (21) 0.922
Somatostatina Simple 38.5+£57.6 (9)
Doble 64.9+28.4 (3) 0.145
Transfusion Si 36.2+£34.6 (12)
No 63.1+97.9 (28) 0.610

Tabla 22. Produccion de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10* M ( X + Ds) en funcién de las
variables clinicas cualitativas evaluadas en el conjunto de pacientes cirréticos con HTP durante el EH inicial.

Al igual que en el caso anterior, no se han encontrado correlaciones significativas
entre los niveles de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10 M vy las variables clinicas
en los paciente cirréticos antes de la administracion del bolus iv de propranolol.
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3.1.1.2. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de respuesta al
isoproterenol 10 M (estimulo relativo del isoproterenol) durante el EH inicial o
basal y las variables clinicas y/o demograficas en los pacientes cirréticos con HTP:

Hemos analizado la existencia de posibles correlaciones entre diversas
caracteristicas de los pacientes y el incremento en la produccién de AMPc sobre la
actividad basal de la AC después de estimular con isoproterenol 10* M. Para ello, hemos
calculado el numero de veces que se incrementa la produccion de AMPc tras el estimulo
con isoproterenol en relacién al valor de AMPc previo, es decir, antes del estimulo beta
(estimulo relativo del isoproterenol 10* M). En las tablas 23 y 24 se muestran los
resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.035 0.834
Peso -0.387 0.171
Presién enclavada 0.009 0.957
Presion libre -0.146 0.375
GPVH 0.108 0.514
Presién arterial sistélica 0.066 0.715
Presién arterial diastdlica -0.114 0.526
Presion arterial media -0.036 0.842
Frecuencia cardiaca 0.353* 0.044*
Puntuacion Child 0.104 0.533
Leucocitos 0.296 0.068
Hemoglobina 0.162 0.325
Hematocrito 0.153 0.353
Plaquetas -0.046 0.781
GOT 0.196 0.267
GPT 0.066 0.712
GGT 0.766* 0.000*
Fosfatasa alcalina 0.173 0.335
Creatinina 0.122 0.484
Glucosa -0.090 0.609
Alblmina -0.030 0.875
Bilirrubina 0.478* 0.004*
indice de Quick 0.012 0.941

Tabla 23. Andlisis del grado de correlacidn existente entre el estimulo relativo del isoproterenol y las
variables clinicas cuantitativas en las membranas de hematies de los pacientes cirrdticos con HTP durante el
EH inicial. * P < 0.05.
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Estimulo relativo del isoproterenol

Variable ( X £Ds) (n) P
Somatostatina Simple 0.7+£0.4 (8)
Doble 1.2+0.4(3) 0.085
Sexo Masculino 2.9+9.2 (25)
Femenino 1.5+15(14) 0.988
Etiologia de la cirrosis Alcohol 3.5+£10.3(20)
Virus 1.2+0.9(14) 0.641
Otras 0.9+0.8(3)
Alcohol + virus 1.3£0.3(2) 0.800
Consumo activo de alcohol Si 7.3+16.1(8)
No 1.1+0.7 (31) 0.421
B-blogueantes en el mes previo Si 1.3+1.2(16)
No 3.1£9.6 (23) 0.489
Nitritos en el mes previo Si 1.0+ 0.5(3)
No 2.5+ 7.7 (36) 0.785
Furosemida en el mes previo Si 1.5+ 0.5(5)
No 25+7.9(34) 0.089
Espironolactona en el mes previo Si 19+1.4(12)
No 2.6 £8.9 (27) 0.017*
Lactulosa en el mes previo Si 3.2+£34(2)
No 2.3+7.6 (37) 0.529
Respuesta estudio hemodindmico Si 1.4+1.3(18)
No 3.3+10.3(20) 0.633

Tabla 24. Estimulo relativo del isoproterenol en funcion de las variables clinicas cualitativas en membranas
de hematies de pacientes cirréticos con HTP antes de la administraciénde un bolus iv de propranolol.
* P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, tan s6lo se ha encontrado correlaciones
significativas entre el estimulo relativo del isoproterenol y la frecuencia cardiaca, GGT,
niveles de bilirrubina y la espironolactona en el mes previo al estudio hemodinamico
inicial. En las figuras 34 a 37 se representan cada una de estas variables y su relacion con
el estimulo relativo del isoproterenol:
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Figura 34. Correlacidon existente entre el estimulo relativo del isoproterenol y la frecuencia cardiaca en las
membranas de hematies de pacientes cirrdticos con HTP durante el EH inicial.
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Figura 35. Correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol y la GGT en las membranas de
hematies de pacientes cirréticos con HTP durante el EH inicial.
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Figura 36. Correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol y los niveles de bilirrubina en
las membranas de hematies de pacientes cirréticos con HTP durante el EH inicial.
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Figura 37. Comparacion entre el estimulo relativo del isoproterenol y la toma o no de espironolactona en el
mes previo al EH en las membranas de hematies de pacientes cirréticos con HTP durante el EH inicial.
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En las 4 representaciones anteriores se observa que el estimulo relativo del
isoproterenol es independiente de los niveles de frecuencia cardiaca, de la GGT, de los
niveles de bilirrubina y de la toma o no de espironolactona en los pacientes cirroticos con
HTP durante el EH inicial.

3.1.1.3. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de blogueo del
propranolol 10°M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas y/o
demograéficas en los pacientes cirréticos con HTP durante el EH inicial:

Hemos evaluado el descenso en la produccion de AMPc por parte de la AC en
membranas de hematies después de estimular con isoproterenol 10 M y bloquear con
propranolol 10° M. Para ello, hemos calculado el nimero de veces que disminuye la
produccion de AMPc tras el blogueo con propranolol 10° M en relacién al estimulo con el
isoproterenol 10 M (bloqueo relativo del propranolol) en membranas de hematies de
pacientes cirroticos con HTP. En la tabla 25 y 26 se muestran los resultados de estos
analisis.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.318 0.055
Peso -0.205 0.501
Presion enclavada 0.187 0.267
Presion libre -0.060 0.723
GPVH 0.291 -0.050
Presién arterial sistélica 0.016 0.934
Presién arterial diastdlica 0.120 0.519
Presién arterial media 0.081 0.665
Frecuencia cardiaca 0.060 0.750
Puntuacion Child 0.131 0.445
Leucocitos -0.047 0.783
Hemoglobina -0.221 0.189
Hematocrito -0.214 0.202
Plaquetas -0.148 0.383
GOT -0.097 0.596
GPT -0.141 0.442
GGT -0.050 0.794
Fosfatasa alcalina -0.103 0.582
Creatinina 0.041 0.821
Glucosa -0.131 0.467
Alblmina -0.069 0.727
Bilirrubina -0.002 0.993
indice de Quick -0.093 0.588

Tabla 25. Andlisis del grado de correlacidn existente entre el bloqueo relativo del propranolol y las variables
clinicas cuantitativas en las membranas de hematies de los pacientes cirréticos con HTP durante el EH basal
(antes de la administracién de un bolus iv de propranolol).* P < 0.05.
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Variable Bloqueo relativo del propranolol

( X+£Ds) (n) P

Somatostatina Simple 3.7+£6.6 (8)
Doble 1.0+0.2 (3) 0.194

Sexo Masculino 3.0+£4.9 (24)
Femenino 1.1£0.6 (13) 0.626

Etiologia de la cirrosis Alcohol 1.4+2.1(19)
Virus 3.9+5.9 (14) 0.084

Otras 0.7+£0.0(2)
Alcohol + virus 14+0.2(2) 0.333

Consumo activo de alcohol Si 2.1+35(7)
No 2.4+ 4.2 (30) 0.458

B-blogueantes en el mes previo Si 1.1+£05(13)
No 3.0+ 4.9 (24) 0.626

Nitritos en el mes previo Si 1.27+£0.2 (2)
No 2.4+ 4.1 (35) 0.631

Furosemida en el mes previo Si 25+3.5(6)
No 2.3+4.2(31) 0.703

Espironolactona en el mes previo Si 1.1+0.6 (11)
No 2.8 + 4.7 (26) 0.987

Lactulosa en el mes previo Si 1.3+£0.2(2)
No 2.4+ 4.1 (35) 0.589

Respuesta estudio hemodinamico Si 2.7+3.8(17)
No 2.0+ 4.4 (19) 0.684

Tabla 26. Bloqueo relativo del propranolol en funcidn de las variables clinicas cualitativas en las membranas
de hematies de pacientes cirr6ticos con HTP durante el estudio basal.

Una vez evaluadas todas las variables, no se ha encontrado ninguna correlacién
significativa con el bloqueo relativo del propranolol.

En la tabla 27 se recogen las correlaciones encontradas entre los valores de AMPc
y las variables clinicas de los pacientes cirréticos con HTP incluidos en el estudio:
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Condiciones basales: antes del bolus iv de

propranolol
) e Relevancia de la
Pacientes cirroticos s
correlacion
AMPc sin estimulo - -
AMPc tras isoproterenol 10 M - -
Incremento en la produccion de | Frecuencia cardiaca Irrelevante
AMPc tras el estimulo con GGT
. ") . . Irrelevante
isoproterenol 10™ M Bilirrubina Irrelevante
(Estimulo relativo del Espironolactona en el Irrelevante
isoproterenol) mes previo

Descenso en la produccién de
AMPc inducido por propranolol
10™ M en presencia de - -
isoproterenol 10 M (Bloqueo
relativo del isoproterenol)

Tabla 27. Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las
variables clinicas de los pacientes cirréticos con HTP durante el EH inicial.

3.1.2. Pacientes del grupo de profilaxis primaria:

En el subgrupo de pacientes evaluados para indicacion de profilaxis primaria,
encontramos una actividad basal de AC en membranas de hematies de 47.5 + 86.0 pmol
AMPc/mg proteina/10 min, que se incrementd de manera estadisticamente significativa
tras el estimulo con isoproterenol 10* M a 80.6 + 129.1 pmol AMPc/mg proteina/10 min 'y
disminuy6 a 61.0 + 115.3 pmol AMPc/mg proteina/10 min en presencia de propranolol 10°
* M (figura 31).

Pacientes del grupo de profilaxis primaria

250
200 +
150 -

100 -

50 A

AMPc (pmol/mg proteina/10 min)

Sin estimulo Isoproterenol 10* M Isoproterenol 10%*M +
Propranolol 10° M
n=14 n=14

n=13

Figura 38. Actividad de la AC en membranas de hematies en el subgrupo de pacientes de profilaxis primaria
durante el EH inicial. * P < 0.05 comparado con la basal.
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Para los pacientes de profilaxis primaria los valores del estimulo absoluto y relativo
del isoproterenol 10 My el bloqueo relativo y absoluto del propranolol 10 M se recogen
en la tabla 28.

Pacientes de profilaxis primaria

Estimulo relativo del isoproterenol 10 M 0.81 +1.36 (14)
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 1.17 + 3.39 (13)
Estimulo absoluto del isoproterenol 107 M 33.07 + 53.05 (14)
Bloqueo absoluto del propranolol 10> M -13.57 + 32.25 (13)

Tabla 28. X + Ds (n) del estimulo relativo y absoluto para el isoproterenol y el bloqueo relativo y absoluto
para propranolol en membranas de hematies de pacientes de profilaxis primaria durante el EH incial. Tanto
el estimulo relativo del isoproterenol como el bloqueo relativo del propranolol se expresan en tanto por 1
mientras que el estimulo absoluto del isoproterenol y el bloqueo absoluto del propranolol se expresan en
pmol AMPc/mg proteina/10 min.

3.1.2.1. Anélisis de las posibles correlaciones entre la actividad de la AC y las
caracteristicas de los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial:

3.1.2.1.1. Actividad basal:

Se ha estudiado la existencia de posibles correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc basales medidos antes del bolus iv de propranolol. Los
resultados obtenidos se recogen en las tablas 29 y 30:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.575* 0.031*
Peso 0.188 0.722
Presién enclavada -0.164 0.574
Presién libre 0.012 0.969
GPVH -0.240 0.408
Presion arterial sistélica 0.344 0.249
Presién arterial diastdlica 0.552 0.050
Presién arterial media 0.484 0.094
Frecuencia cardiaca 0.292 0.333
Puntuacion Child -0.373 0.189
Leucocitos 0.199 0.496
Hemoglobina 0.243 0.403
Hematocrito 0.275 0.341
Plaguetas 0.083 0.777
GOT -0.238 0.435
GPT -0.143 0.642
GGT -0.306 0.333
Fosfatasa alcalina -0.182 0.552
Creatinina -0.115 0.709
Glucosa 0.273 0.368
Albdmina 0.317 0.342
Bilirrubina -0.214 0.483
indice de Quick 0.549* 0.042*

Tabla 29. Analisis del grado de correlacién existente entre la produccion de AMPc basal y las variables
clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis primaria durante el EH incial. * P < 0.05.
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Variable AMPC ( X + Ds) (n) P
Sexo Masculino 24.5+18.8 (10)
Femenino 105.1 + 157.5 (4) 0.304
Etiologia de la cirrosis Alcohol 25.9+12.0(7)
Virus 98.3+162.4 (4) 0.927
Otras 109 (1)
Alcohol + virus 39.8+33.1(2) 0.667
Consumo activo de alcohol Si 2491148 (4)
No 56.5 + 101.4 (10) 0.945
B-bloqueantes en el mes previo Si 71.4+120.3 (7)
No 23.7+15.0(7) 0.805
Furosemida en el mes previo Si 18.4 +22.0 (3)
No 55.4+95.9 (11) 0.368
Espironolactona en el mes previo Si 28.2+11.6 (5)
No 58.2 +107.6 (9) 0.606
Lactulosa en el mes previo Si 28.1 (1)
No 48.9 £ 89.3 (13) 0.857
Respuesta estudio hemodindmico Si 22.8+19.0 (8)
No 90.1 + 140.9 (5) 0.284

Tabla 30. Produccién de AMPc basal ( X + Ds) en funcién de las variables clinicas cualitativas evaluadas

en las membranas de hematies de los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial.

De todas las variables evaluadas, tan sélo se ha encontrado una correlacion
significativa entre los valores de AMPc basales y la edad y el indice de Quick. En las
figuras 39 y 40, se representan cada una de estas variables y su relacién con el AMPc:
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Figura 39. Correlacion entre la actividad basal de la AC en membranas de hematies y la edad de los
pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial.
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Figura 40. Correlacidn entre la actividad basal de la AC en membranas de hematies y el indice de Quick en
los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial.
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La representacion grafica permite apreciar que todo el peso de la correlacion
significativa es a expensas de 1 caso, por lo que estos resultados deben tomarse con

precaucion.

3.1.2.1.2.  Tras el estimulo con isoproterenol 10 M:

También se ha evaluado la existencia de correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10 M. Los resultados
obtenidos se recogen en las tablas 31y 32:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.573* 0.032*
Peso -0.574 0.233
Presion enclavada -0.205 0.481
Presién libre -0.072 0.806
GPVH -0.228 0.433
Presién arterial sist6lica 0.344 0.250
Presién arterial diastdlica 0.656* 0.015*
Presién arterial media 0.534 0.060
Frecuencia cardiaca 0.430 0.143
Puntuacion Child -0.252 0.384
Leucocitos 0.107 0.716
Hemoglobina 0.219 0.451
Hematocrito 0.247 0.396
Plaquetas 0.016 0.958
GOT -0.241 0.429
GPT -0.185 0.546
GGT -0.200 0.534
Fosfatasa alcalina 0.042 0.891
Creatinina 0.103 0.738
Glucosa 0.212 0.487
Albdmina 0.317 0.342
Bilirrubina -0.094 0.759
indice de Quick 0.504 0.066

Tabla 31. Andlisis del grado de correlacién existente entre la produccion de AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10 M y las variables clinicas cuantitativas en las membranas de hematies de los pacientes de
profilaxis primaria durante el EH inicial. * P < 0.05.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Sexo Masculino 34.0 £32.0 (10)
Femenino 197.1£209.2 (4) 0.024*

Etiologia de la cirrosis Alcohol 55.6 + 56.4 (7)
Virus 157.8 + 232.3 (4) 0.648

Otras 18.2 (1)
Alcohol +

virus 44.8+29.2 (2) 0.667

Consumo activo de alcohol Si 64.9+74.8 (4)
No 86.9 + 148.5 (10) 0.839

B-blogueantes en el mes previo Si 116.3£177.1(7)

No 448+41.8(7) 0.535

Furosemida en el mes previo Si 37.0+47.7 (3)
No 92.5+143.1 (11) 0.456

Espironolactona en el mes .

previo Si 86.7 £ 50.8 (5)

No 77.1+160.5(9) 0.083
Lactulosa en el mes previo Si 158.8 (1)
No 74.5+132.3 (13) 0.286
Respuesta estudio 1
hemodinamico N S el

No 135.4 + 206.7 0.435

Tabla 32. Produccién de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10* M ( X + Ds) en funcién de las
variables clinicas cualitativas estudiadas en los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial.
* P <0.05.

En las figuras 41 a 43, se representan cada una de estas variables y su relacion con
el AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10 M antes del bolus iv de propranolol:
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Figura 41. Correlacion entre la actividad de la AC estimulada por isoproterenol 10* M en membranas de
hematies y la edad de los pacientes en profilaxis primaria durante el EH inicial.
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Figura 42. Correlacion entre la actividad de la AC estimulada por isoproterenol 10* M en membranas de
hematies y la presion arterial diastdlica de los pacientes en profilaxis primaria durante el EH inicial.
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Figura 43. Comparacion entre la actividad de la AC estimulada por isoproterenol 10 M en membranas de
hematies y el sexo de los pacientes en profilaxis primaria durante el EH inicial

117



Resultados

3.1.2.2. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de respuesta al
isoproterenol 10* M (estimulo relativo del isoproterenol) durante el estudio basal y
las variables clinicas y/o demogréficas en los pacientes de profilaxis primaria:

Hemos analizado la existencia de posibles correlaciones entre diversas
caracteristicas de los pacientes y el incremento en la produccién de AMPc sobre la
actividad basal de la AC después de estimular con isoproterenol 10* M. Para ello, hemos
calculado el numero de veces que se incrementa la produccion de AMPc tras el estimulo
con isoproterenol en relacién al valor de AMPc previo, es decir, antes del estimulo beta
(estimulo relativo del isoproterenol 10* M). En las tablas 33 y 34 se muestran los
resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.089 0.761
Peso -0.740 0.093
Presién enclavada -0.246 0.397
Presion libre -0.420 0.135
GPVH 0.003 0.991
Presién arterial sistélica 0.116 0.706
Presién arterial diast6lica 0.442 0.131
Presion arterial media 0.287 0.341
Frecuencia cardiaca 0.420 0.153
Puntuacion Child 0.327 0.253
Leucocitos -0.401 0.156
Hemoglobina -0.032 0.912
Hematocrito -0.050 0.865
Plaquetas -0.292 0.311
GOT -0.122 0.693
GPT -0.201 0.511
GGT 0.273 0.390
Fosfatasa alcalina 0.760* 0.003*
Creatinina 0.744* 0.004*
Glucosa -0.198 0.517
Alblmina 0.058 0.865
Bilirrubina 0.346 0.247
indice de Quick -0.049 0.868

Tabla 33. Andlisis del grado de correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol en
membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis primaria durante
el EH inicial. * P < 0.05.
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Estimulo relativo del isoproterenol

Variable ( X £Ds) (n) P
Sexo Masculino 1.3+ 0.7 (10)
Femenino 3.0+2.0(4) 0.240
Etiologia de la cirrosis Alcohol 1.9+1.8(7)
Virus 20+£1.1(4) 0.648
Otras 1.7 (1)
Alcohol + virus 1.3+£0.3(2) 0.667
Consumo activo de alcohol Si 22+24(4)
No 1.7+ 0.8 (10) 0.945
B-blogueantes en el mes previo Si 19+1.7(7)
No 1.7+1.1(7) 0.805
Furosemida en el mes previo Si 1.8+0.3(3)
No 1.8+1.5(11) 0.291
Espironolactona en el mes previo Si 3.0+1.6 (5)
No 1.1+0.5(9) 0.001*
Lactulosa en el mes previo Si 5.6 (1)
No 1.5+0.8 (13) 0.943
Respuesta estudio hemodinadmico Si 20+1.8(8)
No 1.5+0.4 (5 0.284

Tabla 34. Estimulo relativo del isoproterenol ( X + Ds) en funcién de las variables clinicas cualitativas en
las membranas de hematies de los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial. * P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, tan solo se ha encontrado correlaciones
significativas entre el estimulo relativo del isoproterenol y los niveles de fosfatasa alcalina,
creatinina y espironolactona en el mes previo al estudio hemodinamico inicial. En las
figuras 44 a 46 se representan cada una de estas variables y su relacién con el incremento
en la produccion de AMPc tras estimular con isoproterenol 10™ M:
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Figura 44. Correlacion entre el estimulo relativo del isoproterenol y la fosfatasa alcalina en membranas de
hematies de pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial.
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Figura 45. Correlacion entre el estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies y la creatinina
en los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial.
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En estas dos correlaciones se observa que cuanto méas elevados son los valores de
creatinina o fosfatasa alcalina, mayor es la capacidad de respuesta al isoproterenol 10 M,
aunque es a expensas de un punto.
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Figura 46. Comparacién entre el estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies y la
espironolactona en el mes previo al EH inicial en los pacientes de profilaxis primaria.

De esta correlacion se desprende que aquellos pacientes que tomaban
espironolactona en el mes previo al EH inicial poseen mayor capacidad de respuesta al
isoproterenol.
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3.1.2.3. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de blogueo del
propranolol 10°M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas y/o
demograéficas de los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial:

Hemos evaluado el descenso en la produccion de AMPc por parte de la AC en
membranas de hematies después de estimular con isoproterenol 10 M y bloguear con
propranolol 10° M. Para ello, hemos calculado el ndmero de veces que disminuye la
produccién de AMPc tras el blogueo con propranolol 10° M en relacién al estimulo con el
isoproterenol 10 M (bloqueo relativo del propranolol). En la tabla 35 y 36 se muestran los
resultados de estos analisis.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.473 0.102
Peso -0.587 0.298
Presion enclavada 0.457 0.117
Presion libre -0.070 0.821
GPVH 0.702* 0.007*
Presién arterial sistélica -0.158 0.624
Presién arterial diastdlica -0.314 0.320
Presién arterial media -0.251 0.431
Frecuencia cardiaca -0.021 0.947
Puntuacion Child 0.218 0.475
Leucocitos 0.087 0.778
Hemoglobina -0.327 0.275
Hematocrito -0.310 0.303
Plaquetas -0.340 0.256
GOT -0.256 0.422
GPT -0.219 0.494
GGT -0.107 0.754
Fosfatasa alcalina -0.417 0.178
Creatinina 0.142 0.659
Glucosa -0.227 0.479
AlblUmina 0.027 0.941
Bilirrubina 0.13 0.967
indice de Quick -0.608* 0.027*

Tabla 35. Analisis del grado de correlacion existente entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas
de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis primaria durante el estudio
basal.* P < 0.05.
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Variable Blogueo relativo del propranolol P

( X+£Ds) (n)

Sexo Masculino 2.7+ 3.7 (10)
Femenino 05+0.4(3) 0.077

Etiologia de la cirrosis Alcohol 2.3+3.8(6)
Virus 27145 4) 0.476

Otras 0.7 (1)

Alcohol + virus 14+0.2(2) 0.667

Consumo activo de alcohol Si 3.7+55(3)
No 1.7 £2.7 (10) 0.692

B-blogueantes en el mes previo Si 0.9+ 0.5 (6)
No 3.3+44(7) 0.534

Furosemida en el mes previo Si 34+£52(3)
No 1.8 +2.9(10) 0.811

Espironolactona en el mes previo Si 061044
No 29+3.9(9) 0.148

Lactulosa en el mes previo Si - (0)
No 2.2+3.4(13) -

Respuesta estudio hemodindmico Si 3.3+4.4(7)

No 0.8+0.5(5) 0.639

Tabla 36. Bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies en funcion de las variables clinicas
cualitativas en los pacientes de profilaxis primaria durante el estudio basal.

De todas las variables evaluadas, s6lo se ha encontrado una correlacion
significativa entre el bloqueo relativo del propranolol y el GPVH e indice de Quick. En las
siguientes figuras, se representan cada una de estas variables y su relacion con el

incremento en la produccion.
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Bloqueo relativo del propranolol
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R? =0,4928
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Figura 47. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y el GPVH en
los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial.

Bloqueo relativo del propranolol

En esta correlacion se observa que, a excepcién de 2 puntos, un mayor 0 menor
GPVH, no influye sobre la capacidad de bloqueo del propranolol 10®° M.
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Figura 48. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y el indice de
Quick en los pacientes de profilaxis primaria durante el EH inicial.
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Al igual que ocurre con el caso anterior, si exceptuamos 2 puntos, el indice de
Quick no es determinante para la capacidad de bloqueo por parte del propranolol 10° M.

En la tabla 37 se recogen las correlaciones encontradas entre los valores de AMPc
y las variables clinicas de los pacientes incluidos en el estudio:

Condiciones basales: antes del bolus iv de
propranolol
Profilaxis primaria  Relevancia de la correlacion
. . Edad, Irrelevante
AMFC sin estimulo indice de Quick Irrelevante
AMPc tras isoproterenol 10 Edad, Irrelevante
PAD, Irrelevante
M
Sexo Irrelevante
Incremento en la proQucmon Fosfatasa Alcalina
de AMPc tras el estimulo . Irrelevante
. 4 Creatinina
con isoproterenol 10™ M . Irrelevante
. . Espinolactona en el
(Estimulo relativo del : Relevante
. mes previo
isoproterenol)
Descenso en la produccion
de AMPc inducido por
propranolol 10®° M en ~ GPVH, Irrelevante
presencia de isoproterenol Indice de Quick Irrelevante
10 M (Bloqueo relativo del
isoproterenol)

Tabla 37. Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las
variables clinicas de los pacientes cirréticos con HTP evaluados para la profilaxis primaria en los de
profilaxis primaria durante el EH inicial.
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3.1.3. Pacientes del grupo de profilaxis secundaria:

En los pacientes cirréticos del subgrupo de profilaxis secundaria la actividad del
sistema AC no estimulado en membranas de hematies fue de 45.3 + 46.1 pmol AMPc/mg
proteina/10 min que, a diferencia del subgrupo anterior, no se modifico tras el estimulo
con isoproterenol 10* M (41.3 + 43.6 pmol AMPc/mg proteina/10 min) y tampoco varié
tras el bloqueo B adrenérgico con propranolol 10° M (46.5 + 44.1 pmol AMPc/mg
proteina/10 min). Los resultados se muestran en la figura 49.

Pacientes del grupo de profilaxis secundaria

A\l
)

250 -

200 -

150 -

100 -

50 -|- | -|-
0

Sin estimulo Isoproterenol 10*M Isoproterenol 10 M +
Propranolol 10° M

AMPc (pmol/mg proteina/10 min

n=25 n=26 n=24

Figura 49. Actividad de la AC ( X + Ds) en las membranas de hematies de los pacientes de profilaxis
secundaria durante el EH basal.

Para los pacientes de profilaxis secundaria los valores del estimulo absoluto y
relativo del isoproterenol 10 M y el bloqueo relativo y absoluto del propranolol 10° M se
recogen en la tabla 38. También se indican los valores obtenidos en los pacientes de
profilaxis primaria para facilitar la comparacion:

Pacientes de profilaxis Pacientes de
primaria profilaxis secundaria
Estimulo relativo del isoproterenol 10 M 0.81+1.36 (14) -0.17 £ 0.42 (25)*
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 1.17 + 3.39 (13) 1.43 +4.51 (24)

Estimulo absoluto del isoproterenol 10*M  33.07 £53.05 (14)  -5.04 + 14.35 (25)*
Bloqueo absoluto del propranolol 10° M -13.57 + 32.25 (13) 1.87 £21.43 (24)

Tabla 38. X + Ds (n) del estimulo relativo y absoluto para el isoproterenol y el blogueo relativo y absoluto
para propranolol en membranas de hematies de pacientes de profilaxis primaria y secundaria. Tanto el
estimulo relativo del isoproterenol como el bloqueo relativo del propranolol se expresan en tanto por 1
mientras que el estimulo absoluto del isoproterenol y el bloqueo absoluto del propranolol se expresan en
pmol AMPc/mg proteina/10 min. * P < 0.05 comparado con los pacientes de profilaxis primaria.

Entre los pacientes de profilaxis primaria y secundaria no se han observado
diferencias significativas en cuanto al bloqueo relativo y absoluto del propranolol. Sin
embargo, los pacientes de profilaxis secundaria tienen estimulo absoluto y relativo del
isoproterenol significativamente inferior al de los pacientes de profilaxis primaria.

Asi pues, existe un comportamiento diferente entre los 2 subgrupos de pacientes
cirréticos estudiados, con una pérdida de la capacidad del isoproterenol para incrementar la
actividad del sistema AC en membranas de hematies en los pacientes del grupo de
profilaxis secundaria.
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3.1.3.1 Andlisis de las posibles correlaciones entre la actividad de la AC y las
caracteristicas de los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial:

3.1.3.1.1.  Actividad basal:

Al igual que con los pacientes de profilaxis primaria, se ha buscado la existencia de
posibles correlaciones entre las diferentes variables clinicas y los valores de AMPc basales
antes del bolus iv de propranolol. Los resultados obtenidos se recogen en las tablas 39 y
40.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas sangre transfundidas -0.007 0.984
Edad -0.160 0.444
Peso -0.085 0.842
Presion enclavada 0.003 0.988
Presion libre 0.171 0.415
GPVH -0.067 0.749
Presion arterial sist6lica -0.566* 0.009*
Presion arterial diast6lica -0.209 0.377
Presion arterial media -0.430 0.058
Frecuencia cardiaca -0.495* 0.026*
Puntuacion Child 0.381 0.066
Leucocitos 0.159 0.449
Hemoglobina 0.149 0.478
Hematocrito 0.121 0.565
Plaquetas -0.036 0.864
GOT -0.169 0.464
GPT -0.326 0.149
GGT -0.330 0.155
Fosfatasa alcalina -0.219 0.354
Creatinina -0.210 0.348
Glucosa -0.367 0.093
Albimina -0.322 0.179
Bilirrubina 0.264 0.248
Quick -0.496* 0.014*

Tabla 39. Analisis del grado de correlacién existente entre la produccion de AMPc basal en membranas de
hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
* P <0.05.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Somatostatina Simple 44.3 £ 53.7 (8)
Doble 62.5+50.0 (3) 0.376

Sexo Masculino 35.2+37.1(15)
Femenino 60.5 £ 55.8 (10) 0.238

Etiologia de la cirrosis Alcohol 55.0 +52.4 (13)
Virus 38.4 +40.4 (10) 0.832

Consumo activo de alcohol Si 85.8 £ 64.5 (4)
No 37.6£39.3(21) 0.262

B-blogueantes en el mes previo Si 35.9+37.4(9)
No 50.6 £ 50.8 (16) 0.522

Nitritos en el mes previo Si 52.8+£59.2 (2)
No 44.3+45.7 (23) 0.969

Furosemida en el mes previo Si 25.3+£8.8(2)

No 47.1+47.7 (23) 0.733

Espironolactona en el mes previo Si 39.0£36.9(7)
No 47.8 +50.0 (18) 1.000

Lactulosa en el mes previo Si 120.2 (1)

No 42.2 +44.4 (24) 0.320

Respuesta estudio hemodinamico Si 47.2 +42.0 (10)
No 44.1 +50.1 (15) 0.428

Tabla 40. Produccién de AMPc basal ( X + Ds) en membranas de hematies en funcién de las variables
cualitativas clinicas estudiadas en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

De todas las variables evaluadas, tan solo se ha encontrado una correlacion
significativa entre la produccién basal de AMPc y la presion arterial sistolica, el indice de
Quick y la frecuencia cardiaca. En las figuras 50 a 52, se representan cada una de estas
variables y su relacion con el AMPc basal:
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Figura 50. Correlacion entre la produccion basal de AMPc en membranas de hematies y el indice de Quick
en pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

Se observa que en los pacientes con valores bajos del indice de Quick las cifras de
produccion de AMPc basal son superiores, disminuyendo a medida que aumenta el indice
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Figura 51. Correlacion entre la produccién basal de AMPc en membranas de hematies y la presién arterial
sistolica en pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

Igualmente, valores bajos de tension arterial sistolica se asocian a valores mas
elevados de produccion basal de AMPc.
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Figura 52. Correlacion entre la produccion basal de AMPc en membranas de hematies y la frecuencia
cardiaca en pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

Los valores mas altos de produccion basal de AMPc se produjeron en aquellos
pacientes con valores mas bajos de frecuencia cardiaca.
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3.1.3.1.2.  Tras el estimulo con isoproterenol 10 M:

Se ha buscado la existencia de posibles correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc producidos tras el estimulo con isoproterenol 10 M. Los
resultados obtenidos se recogen en las tablas 41 y 42:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas sangre transfundidas 0.092 0.776
Edad -0.191 0.349
Peso -0.393 0.296
Presion enclavada -0.065 0.754
Presion libre 0.071 0.729
GPVH -0.102 0.620
Presién arterial sistélica -0.566* 0.007*
Presion arterial diast6lica -0.217 0.345
Presién arterial media -0.435* 0.049*
Frecuencia cardiaca -0.461* 0.035*
Puntuacién Child 0.354 0.083
Leucocitos 0.126 0.539
Hemoglobina 0.214 0.293
Hematocrito 0.152 0.459
Plaguetas -0.126 0.539
GOT -0.078 0.731
GPT -0.298 0.177
GGT -0.111 0.633
Fosfatasa alcalina -0.232 0.312
Creatinina -0.279 0.198
Glucosa -0.428* 0.042*
Alblimina -0.260 0.268
Bilirrubina 0.407 0.060
Quick -0.498* 0.011*

Tabla 41. Analisis del grado de correlacidn existente entre la produccion de AMPc en membranas de
hematies tras el estimulo con isoproterenol 10* M y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de
profilaxis secundaria durante el EH inicial.* P < 0.05.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Somatostatina Simple 38.5+57.6 (9)
Doble 64.9+28.4 (3) 0.145

Sexo Masculino 33.3+31.8(15)
Femenino 52.0 £55.7 (11) 0.413

Etiologia de la cirrosis Alcohol 50.2 £41.2 (13)
Virus 36.1+48.7 (11) 0.424

Consumo activo de alcohol Si 85.7 +28.7 (4)
No 32.8+40.7 (22) 0.009*

B-bloqueantes en el mes previo Si 345+ 34.8 (9)
No 44.8 +48.2 (17) 0.672

Nitritos en el mes previo Si 43.6 £ 46.0 (3)
No 41.0£44.3 (23) 1.000

Furosemida en el mes previo Si 21.2+10.1(3)
No 43.9 £ 45.6 (23) 0.762

Espironolactona en el mes previo Si 34.0+29.0 (8)
No 445 + 49.1 (18) 0.978

Lactulosa en el mes previo Si 53.8 £60.5 (2)
No 40.2 +43.4 (24) 0.812

Respuesta estudio hemodinamico Si 40.5+ 35.9 (10)
No 41.7 + 48.8 (16) 0.698

Tabla 42. Produccién de AMPc ( X + Ds) en membranas de hematies tras el estimulo con isoproterenol 10
M en funcién de las variables cualitativas clinicas estudiadas en los pacientes de profilaxis secundaria
durante el EH inicial. * P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, se ha encontrado una correlacion significativa
entre los valores de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10 M con la presion arterial
sistélica, presion arterial media, frecuencia cardiaca, niveles de glucosa, indice de Quick y
el consumo activo de alcohol. En las figuras 53 a 58, se representan cada una de estas
variables y su relacion con la produccién de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10™
M en pacientes de profilaxis secundaria.

132



Resultados

200~

100

AMPc (pmol/mg proteina/10 min)

R2=0,3206

= g = g = =& =
100 110 120 130 140 150 160 ﬁ70

Presion arterial sistolica (mmHQ)

Figura 53. Correlacion entre la produccién de AMPc en membranas de hematies en respuesta a isoproterenol
10 My la presién arterial sistélica en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
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Figura 54. Correlacion entre la produccién de AMPc en membranas de hematies en respuesta a isoproterenol
10 My la presién arterial media en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
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Figura 55. Correlacion entre la produccién de AMPc en respuesta a isoproterenol 10* M en membranas de
hematies y la frecuencia cardiaca en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
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Figura 56. Correlacion entre la produccion de AMPc en respuesta a isoproterenol 10* M en membranas de
hematies y los niveles de glucosa en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
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Figura 57. Correlacién entre la produccién de AMPc en respuesta a isoproterenol 10* M en membranas de
hematies y el indice de Quick en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

De todas estas correlaciones se desprende que aquellos pacientes con niveles bajos
de presion arterial sistolica, media, frecuencia cardiaca, niveles de glucosa e indice de
Quick, poseen niveles mas elevados de AMPCc.
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Figura 58. Comparacion entre la produccién de AMPc en respuesta a isoproterenol 10 M en membranas de
hematies y el consumo activo de alcohol en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
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3.1.3.2. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de respuesta al
isoproterenol 10 M (estimulo relativo del isoproterenol) y las variables clinicas y/o
demograéficas en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial o basal:

Hemos evaluado el incremento en la produccion de AMPc por parte de la AC
después de estimular con isoproterenol 10* M. Para ello, hemos calculado el nimero de
veces que se incrementa la produccion de AMPc tras el estimulo con isoproterenol en
relacion al valor de AMPc previo, es decir, antes del estimulo beta (estimulo relativo del
isoproterenol). En las tablas 43 y 44 se muestran los resultados de esta evaluacion.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre transfundidas 0.223 0.485
Edad 0.015 0.945
Peso -0.535 0.171
Presién enclavada 0.026 0.903
Presién libre -0.148 0.480
GPVH 0.121 0.564
Presién arterial sistdlica 0.125 0.600
Presion arterial diastélica -0.126 0.596
Presién arterial media -0.025 0.917
Frecuencia cardiaca 0.415 0.069
Puntuacion Child 0.100 0.641
Leucocitos 0.365 0.073
Hemoglobina 0.247 0.233
Hematocrito 0.229 0.271
Plaquetas -0.030 0.886
GOT 0.515* 0.017*
GPT 0.236 0.304
GGT 0.902* 0.000*
Fosfatasa alcalina 0.159 0.504
Creatinina 0.089 0.693
Glucosa -0.140 0.535
Alblmina -0.062 0.800
Bilirrubina 0.646* 0.002*
indice de Quick 0.030 0.889

Tabla 43. Analisis del grado de correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol en
membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis secundaria durante
el EH inicial.* P < 0.05.
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Variable Estimulo relativo del isoproterenol p
( X£Ds) (n)
Somatostatina Simple 0.7+0.4(8)
Doble 1.2+0.4(3) 0.085
Sexo Masculino 3.9+11.9(15)
Femenino 0.8+0.4 (10) 0.849
Etiologia de la cirrosis Alcohol 4.4+128(13)
Virus 0.9+0.5(10) 0.832
Otras 0.5+£0.7 (2)
Alcohol + virus 0) -
Consumo activo de alcohol Si 12.4 +23.0 (4)
No 0.8+0.4 (21) 0.262
B-bloqueantes en el mes previo Si 0.9+0.5(9)
No 3.7+11.5(16) 0.934
Nitritos en el mes previo al estudio Si 1.0£05(3)
No 2.9+9.8(22) 0.783
Furosemida en el mes previo Si 1.1+0.1(2)
No 2.8 +9.6 (23) 0.427
Espironolactona en el mes previo Si 1.1+0.4(7)
No 3.3+10.9(18) 0.244
Lactulosa en el mes previo Si 0.8 (1)
No 2.7+9.4(24) 0.960
Respuesta estudio hemodindmico Si 0.9+0.4 (10)
No 3.9+11.9(15) 0.807

Tabla 44. Estimulo relativo del isoproterenol ( X + Ds) en membranas de hematies en funcién de las
variables clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

De todas las variables evaluadas, s6lo se ha encontrado correlacion significativa
entre el estimulo relativo del isoproterenol y los niveles de GOT, GGT vy bilirrubina en los
pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

En las figuras 59 a 61, se representa cada una de estas variables y su relacién con el
incremento en la produccién de AMPCc tras estimular con isoproterenol 10 M.
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Figura 59. Correlacion entre el estimulo relativo del isoproterenol y las concentraciones plasmaticas de GOT
en pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
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Figura 60. Correlacion entre el estimulo relativo del isoproterenol y las concentraciones plasmaticas de GGT
en pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
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Figura 61. Correlacién entre el estimulo relativo del isoproterenol y las concentraciones plasmaticas de
bilirrubina en pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

De estas 3 correlaciones se desprende que, salvo un punto, la capacidad de
respuesta de los pacientes al isoproterenol 10 M es independiente de los niveles de GOT,
GGT vy bilirrubina.
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3.1.3.3. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de blogueo del
propranolol 10°M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas y/o
demogréficas durante el EH inicial en los pacientes de profilaxis secundaria:

Hemos evaluado el efecto del propranolol 10° M sobre la produccién de AMPc
estimulada por isoproterenol 10* M en membranas de hematies. Para ello, hemos
calculado el nimero de veces que disminuye el AMPc tras el bloqueo con propranolol 10
M en relacién al AMPc formado tras el estimulo con isoproterenol 10* M (bloqueo
relativo del propranolol). En las tablas 45 y 46 se muestran los resultados de este analisis.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre transfundidas -0.155 0.650
Edad -0.299 0.155
Peso -0.166 0.695
Presién enclavada 0.096 0.655
Presién libre -0.055 0.797
GPVH 0.158 0.461
Presidn arterial sist6lica 0.123 0.614
Presion arterial diast6lica 0.266 0.270
Presién arterial media 0.238 0.327
Frecuencia cardiaca 0.089 0.716
Puntuacion Child 0.102 0.643
Leucocitos -0.091 0.673
Hemoglobina -0.181 0.397
Hematocrito -0.187 0.382
Plaguetas -0.072 0.740
GOT 0.041 0.862
GPT -0.094 0.693
GGT -0.033 0.894
Fosfatasa alcalina -0.030 0.904
Creatinina 0.021 0.928
Glucosa -0.164 0.478
Albdmina -0.133 0.599
Bilirrubina -0.007 0.978
indice de Quick 0.120 0.585

Tabla 45. Analisis del grado de correlacion existente entre el bloqueo relativo del propranolol y las variables
clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.
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Variable Blogueo relativo del propranolol p

( X£Ds) (n)

Somatostatina Simple 3.7+6.6 (8)
Doble 1.0+0.2(3) 0.194

Sexo Masculino 3.2+5.7(14)
Femenino 1.3+ 0.6 (10) 0.841

Etiologia de la cirrosis Alcohol 1.0+ 0.5(13)
Virus 4.3+6.5(10) 0.026*

Otras 0.7 (1)
Alcohol + virus - -

Consumo activo de alcohol Si 0.9+054)
No 2.7+ 4.8 (20) 0.183

B-blogueantes en el mes previo Si 1.3+0.5(7)
No 2.8+5.2 (17) 0.901

Nitritos en el mes previo Si 1.3+0.2(2)
No 2.5+4.6 (22) 0.877

Furosemida en el mes previo Si 1.6+0.6 (3)
No 25+4.7 (21) 0.401

Espironolactona en el mes previo Si 1.4+0.4(7)
No 2.8+5.2 (17) 0.260

Lactulosa en el mes previo Si 1.3+0.2(2)
No 2.5+ 4.6 (22) 0.797

Respuesta estudio hemodinamico Si 2.3+ 3.5(10)
No 25+5.1(14) 0.886

Estimulo con isoproterenol 10 M Si 1.2+0.5(6)
No 2.8+5.1(18) 0.537

Tabla 46. Bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las variables
clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial. * P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, s6lo se ha encontrado una correlacion
significativa entre el bloqueo relativo del propranolol y la etiologia de la cirrosis en los
pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

En la figura 62, se representan esta variable y su relacion con el descenso en la
produccion de AMPc tras isoproterenol 10 M en presencia de propranolol 10° M.
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Figura 62. Comparacion entre el blogueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la etiologia
de la cirrosis en los pacientes de profilaxis secundaria.

Independientemente de la etiologia de la cirrosis (alcohol, virus), la capacidad de
blogueo del propranolol en los pacientes cirréticos es la misma, con la excepcion de 2
valores.

En la tabla 47 se resumen las correlaciones encontradas entre los valores de AMPc
y las variables clinicas de los pacientes de profilaxis secundaria incluidos en el estudio
durante el EH inicial:
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Antes del bolus iv de propranolol
Profilaxis Secundaria Relevanma_ (,je la
correlacion
PAS Relevante
AMPc sin estimulo ) FC Relevante
Indice de Quick Relevante
PAS, Relevante
PAM, Relevante
FC, Relevante
AMPc tras isoproterenol 10 M ~ Glucosa, Relevante
Indice de Quick, Relevante
Consumo activo de alcohol Relevante
Incremento en la pr'oduccmn de GOT Irrelevante
AMPc tras el estimulo con
. 1 . GGT Irrelevante
isoproterenol 10™ M (estimulo e
. . Bilirrubina Irrelevante
relativo del isoproterenol).
Descenso en la produccion de
AMPc inducido por propranolol
10™ M en presencia de Etiologia de la cirrosis Irrelevante
isoproterenol 10 M (bloqueo
relativo del propranolol)

Tabla 47. Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las
variables clinicas en los pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial.

3.2. ACTIVIDAD DE LA AC EN LAS MEMBRANAS DE HEMATIES
DE LAS MUESTRAS DE SANGRE EXTRAIDAS A LOS PACIENTES
30 MINUTOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE UN BOLUS
DE PROPRANOLOL 1V:

3.2.1. Pacientes:

En muestras de sangre obtenidas 30 minutos después de administrar al paciente un
bolus iv de propranolol 10° M y coincidiendo con la segunda medida de la presion
enclavada, libre y GPVH en el estudio hemodindmico, se determiné nuevamente la
actividad del sistema de AC en membranas de hematies sin y tras estimulo con
isoproterenol 10 M en ausencia y en presencia de propranolol 10 M. En la tabla 48 se
recogen los valores de AMPc sin estimular con isoproterenol, tras estimular y en presencia
de propranolol 10 M en cada uno de los grupos de pacientes evaluados, donde se indican,
ademas, los valores ya sefialados anteriormente encontrados en condiciones basales, para
facilitar su comparacion.
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Pacientes Antes del propranolol iv 30 minutos después del
propranolol iv

AMPc hasal 46.1+62.3 (n=39) 37.3+£38.3(n=30)
AMPc producido por isoproterenol 10 M 55.01 + 84.4 (n = 40) 43.0+53.9 (n=31)
AMPc producido por isoproterenol 10 M en 51.6 +75.7 (n=37) 42.3+62.5 (n=230)

presencia de propranolol 10° M

Profilaxis primaria Antes del propranolol iv 30 minutos después del
propranolol iv
AMPCc basal 47.5+86.0 (n=14) 334+434(n=9)
AMPc producido por isoproterenol 10 M 80.6 £129.1 (n = 14)* 70.9+73.1(n=10)
AMPc producido por isoproterenol 10 M en 61.0+115.3 (n=13) 44.2+53.9 (n=9)+

presencia de propranolol 10° M

Profilaxis secundaria Antes del propranolol iv 30 minutos después del
propranolol iv
AMPc basal 45.3+46.1 (n=25) 39.0+37.0(n=21)
AMPc producido por isoproterenol 10 M 41.3+43.6 (n=26) 29.7+£37.1 (n=21)*
AMPc producido por isoproterenol 10 M en 46.5+44.1 (n=24) 41.4+67.1(n=21)

presencia de propranolol 10° M

Tabla 48. Valores de AMPc (pmol/mg proteina/10 min) de los pacientes en su conjunto, de los pacientes de
profilaxis primaria y secundaria, antes y tras la administracion de un bolus iv de propranolol.
* P < 0.05 comparado con la basal. + P < 0.05 comparado con AMPc producido por isoproterenol 10 M.

Al igual que ocurre durante el estudio basal (antes de la administracion del bolus iv
de propranolol), existen diferencias entre los 2 grupos de pacientes estudiados. En el grupo
de profilaxis primaria, se produce un incremento en la actividad tras el estimulo con
isoproterenol 10* M y un descenso significativo de la misma en presencia de propranolol
10 M. Sin embargo, en el grupo integrado por pacientes de profilaxis secundaria, se
observa un descenso significativo e inesperado de la actividad de la AC en presencia de
isoproterenol 10 M, fenémeno que se revierte en presencia de propranolol 10° M.
Cuando se evaluaron las posibles diferencias entre los valores de AMPc antes del
propranolol iv y después del propranolol iv, no se encontraron que éstas fueran
significativas.
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Tanto para los pacientes cirroticos evaluados en su conjunto, asi como en los
subgrupos de profilaxis primaria y secundaria, se calcularon los valores del estimulo
absoluto y relativo del isoproterenol 10* M y el bloqueo relativo y absoluto del
propranolol 10° M. Los resultados se recogen en la tabla 49:

Tras bolus iv de

EH inicial
propranolol
Pacientes cirrdticos  Pacientes cirroticos
con HTP con HTP
Estimulo relativo del isoproterenol 10 M 1.36 £ 7.40 (39) 1.89 +6.38 (30)
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 1.31+4.04 (37) 5.25 + 19.19 (30)

Estimulo absoluto del isoproterenol 10*M  10.03 + 38.30 (39) 2.96 + 36.72 (30)
Bloqueo absoluto del propranolol 10° M -3.22 + 26.28 (37) 1.99 + 63.18 (30)

Pacientes de Pacientes de
profilaxis primaria  profilaxis primaria

Estimulo relativo del isoproterenol 10 M 0.81 + 1.36 (14) 3.93+7.90 (9)
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 1.17 + 3.39 (13) -0.16 +0.74 (9)
Estimulo absoluto del isoproterenol 10*M  33.07 + 53.05 (14) 31.45+49.47 (9)
Bloqueo absoluto del propranolol 10° M -13.57 + 32.25 (13) -20.53+ 27.16 (9)

Pacientes de Pacientes de
profilaxis secundaria profilaxis secundaria

Estimulo relativo del isoproterenol 10 M -0.17 £ 0.42 (25) 1.11 £5.74 (21)*
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 1.43 + 451 (24) 7.98 +23.19 (21)
Estimulo absoluto del isoproterenol 10*M  -5.04 + 14.35 (25) -7.82 £ 20.83 (21)*
Bloqueo absoluto del propranolol 10° M 1.87 + 21.43 (24) 12.43 +73.65 (21)*

Tabla 49: X £ Ds (n) del estimulo relativo y absoluto para el isoproterenol y el bloqueo relativo y absoluto
para propranolol en membranas de hematies de pacientes de profilaxis primaria y secundaria y en los
pacientes cirroticos evaluados en su conjunto antes y después de la administracion del bolus iv de
propranolol. Tanto el estimulo relativo del isoproterenol como el bloqueo relativo del propranolol se
expresan en tanto por 1 mientras que el estimulo absoluto del isoproterenol y el bloqueo absoluto del
propranolol se expresan en pmol AMPc/mg proteina/10 min. * P < 0.05 comparado con los pacientes de
profilaxis primaria.

Entre los pacientes de profilaxis primaria y secundaria no se han observado
diferencias significativas en cuanto al bloqueo relativo del propranolol. Sin embargo, los
pacientes de profilaxis secundaria tienen un estimulo relativo y absoluto del isoproterenol
significativamente inferior al de los pacientes de profilaxis primaria y un bloqueo absoluto
del propranolol significativamente superior al de los pacientes de profilaxis primaria.
Cuando se compararon los datos de las variables analizadas, antes y después de la
administracion del bolus iv de propranolol, no se observaron diferencias significativas
entre ambos estudios.
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3.2.1.1. Anélisis de las posibles correlaciones entre la actividad de la AC y las variables
clinicas de los pacientes cirroticos con HTP tras la administracion de un bolus iv de

propranolol:

3.2.1.1.1.  Actividad basal:

Se han evaluado las correlaciones entre las diferentes variables clinicas y los
valores de AMPc basal en las muestras recogidas tras la administracion del bolus iv de
propranolol. Los resultados que se obtuvieron se recogen en las tablas 50 y 51.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.516* 0.003*
Peso 0.216 0.523
Presién enclavada -0.474* 0.009*
Presion libre -0.400* 0.032*
GPVH -0.258 0.177
Presién arterial sistélica 0.088 0.676
Presién arterial diastélica 0.153 0.465
Presién arterial media 0.135 0.519
Frecuencia cardiaca -0.073 0.728
Puntuacion Child -0.190 0.324
Leucocitos 0.027 0.885
Hemoglobina -0.033 0.863
Hematocrito -0.047 0.803
Plaquetas -0.175 0.354
GOT -0.329 0.101
GPT -0.181 0.377
GGT -0.166 0.427
Fosfatasa alcalina -0.395 0.051
Creatinina -0.001 0.995
Glucosa 0.290 0.142
Albdmina 0.062 0.774
Bilirrubina -0.138 0.502
indice de Quick 0.096 0.620

Tabla 50. Analisis del grado de correlacidn existente entre la produccion de AMPc basal en membranas de
hematies y las variables clinicas en los pacientes cirrdticos con HTP en las muestras de sangre obtenidas tras
la administracién del bolus iv de propranolol. * P < 0.05.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Sexo Masculino 31.0 +£37.7 (19)
Femenino 48.2 + 38.6 (11) 0.145

Etiologia de la cirrosis Alcohol 31.9+31.9 (16)
Virus 47.0+47.0 (12) 0.537

Otras 21.9+29.8(2)

Alcohol + virus -(0) -

Consumo activo de alcohol Si 24.3+18.2 (6)
No 40.5+41.5(24) 0.781

B-blogueantes en el mes previo Si 38.1+49.3 (10)
No 36.9 + 33.0 (20) 0.422

Nitritos en el mes previo Si 53.8 +52.1 (3)
No 35.5+37.3(27) 0.387

Furosemida en el mes previo Si 47.3+50.3 (5)
No 35.3+36.4 (25) 0.706

Espironolactona en el mes previo Si 58.4 +43.3 (8)
No 29.6 +34.2 (22) 0.045*

Lactulosa en el mes previo Si 35.0£2.8(2)

No 37.5+39.7 (28) 0.717

Respuesta estudio hemodindmico Si 31.4+28.9 (11)
No 40.7 +43.2 (19) 0.933

Somatostatina Simple 39.7+38.2(7)
Doble 37.0(1) 1.000

Transfusion Si 47.1+46.3(9)
No 33.1+34.8(21) 0.594

Tabla 51. Produccién de AMPc basal ( X + Ds) en membranas de hematies en funcién de las variables
clinicas evaluadas en los pacientes cirréticos con HTP en las muestras obtenidas tras la administracion del
bolus iv de propranolol. * P < 0.05.

De las variables evaluadas, se ha encontrado correlacion significativa entre la
produccion basal de AMPc en los hematies de las muestras recogidas tras el bolus iv de
propranolol, con la edad, presion enclavada, presion libre y con la toma o no de
espironolactona en el mes previo al estudio hemodinamico inicial. En las figuras 63 a 66 se
representan cada una de estas variables y su correlacion con el AMPc sin estimular tras la
administracion de un bolus iv de propranolol:
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Figura 63. Correlacion entre la produccion basal de AMPc en membranas de hematies y la edad en los
pacientes cirroticos con HTP en muestras extraidas tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

Se observa claramente que cuanto mayor es la edad de los pacientes, mas elevada
es la produccion de AMPc en estos pacientes.
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Figura 64. Correlacion entre la producciéon basal de AMPc en membranas de hematies y la presion
enclavada en los pacientes cirréticos con HTP en muestras extraidas tras la administracion de un bolus iv de
propranolol.

Se observa que cuanto mayor es la presion enclavada de los pacientes, menor es la
produccion basal de AMPc en estas condiciones de estudio.
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Figura 65. Correlacion entre la produccién basal de AMPc en membranas de hematies y la presion libre en
los pacientes cirréticos con HTP en muestras extraidas tras la administracién de un bolus iv de propranolol.
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Figura 66. Comparacion entre la produccién basal de AMPc en membranas de hematies y la toma o no de
espironolactona en el mes previo al EH inicial en los pacientes cirréticos con HTP en muestras extraidas tras
la administracién de un bolus iv de propranolol.

150



Resultados

3.2.1.1.2.  Tras la adminstracion de isoproterenol 10* M.

Se evaluaron también las correlaciones entre la produccion de AMPc tras el
estimulo con isoproterenol 10“ M y las variables clinicas en los hematies de las muestras
recogidas tras la administracion del bolus iv de propranolol. Los resultados obtenidos se
muestran en las tablas 52 y 53:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.165 0.374
Peso 0.139 0.667
Presién enclavada -0.322 0.082
Presién libre 0.193 0.306
GPVH -0.258 0.168
Presion arterial sistélica 0.175 0.393
Presién arterial diastdlica 0.204 0.317
Presién arterial media 0.208 0.308
Frecuencia cardiaca 0.301 0.135
Puntuacion Child 0.023 0.905
Leucocitos 0.107 0.568
Hemoglobina 0.127 0.495
Hematocrito 0.120 0.521
Plaguetas 0.104 0.579
GOT -0.011 0.955
GPT 0.103 0.610
GGT -0.074 0.721
Fosfatasa alcalina -0.183 0.371
Creatinina -0.007 0.973
Glucosa 0.115 0.561
Albdmina 0.000 0.999
Bilirrubina 0.049 0.808
indice de Quick 0.172 0.363

Tabla 52. Analisis del grado de correlacién existente entre la produccién de AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10 M en membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en las muestras de
sangre de los pacientes cirrdticos con HTP tras recibir un bolus iv de propranolol.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Sexo Masculino 34.2+42.1(19)
Femenino 57.0 +68.3 (12) 0.484

Etiologia de la cirrosis Alcohol 41.6 +45.1 (17)
Virus 46.2 + 68.6 (12) 0.586

Otras 35.5+49.0 (2)

Alcohol + virus -(0) -

Consumo activo de alcohol Si 50.0 +53.9 (7)
No 41.0+54.8 (24) 0.563

B-blogueantes en el mes previo Si 62.2 +74.7 (11)
No 32.5+36.3(20) 0.338

Nitritos en el mes previo Si 60.0 + 65.6 (3)
No 41.2 +53.6 (28) 0.422

Furosemida en el mes previo Si 50.2 £ 57.5(5)
No 41.6 +54.2 (26) 0.897

Espironolactona en el mes previo Si 67.7+53.3(9)
No 32.9+51.9(22) 0.057

Lactulosa en el mes previo Si 54.6 £ 62.2 (3)
No 41.8+53.9(28) 0.826

Respuesta estudio hemodindmico Si 36.9 +40.2 (12)
No 47.0+61.7 (19) 0.857

Somatostatina Simple 23.5+25.6 (7)
Doble 36.4 (1) 0.750

Transfusion Si 42.8+46.5(9)
No 43.1+57.6 (22) 0.781

Tabla 53. Produccién de AMPc ( X + Ds) en membranas de hematies tras el estimulo con isoproterenol 10™
M en funcion de las variables clinicas cualitativas evaluadas en muestras de sangre de los pacientes cirroticos

tras la administracion de un bolus iv de propranolol.
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3.2.1.2. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de respuesta al
isoproterenol  10* M (estimulo relativo del isoproterenol) después de la
administracion iv de propranolol y las variables clinicas y/o demogréaficas en los
pacientes cirréticos con HTP:

Hemos analizado la existencia de posibles correlaciones entre diversas
caracteristicas de los pacientes y el incremento en la produccién de AMPc sobre la
actividad basal de la AC después de estimular con isoproterenol 10* M. Para ello, hemos
calculado el numero de veces que se incrementa la produccion de AMPc tras el estimulo
con isoproterenol en relacién al valor de AMPc previo, es decir, antes del estimulo beta
(estimulo relativo del isoproterenol 10* M). En las tablas 54 y 55 se muestran los
resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre -0.215 0.578
Edad -0.230 0.221
Peso 0.698* 0.017*
Presion enclavada 0.077 0.693
Presion libre 0.086 0.656
GPVH -0.034 0.863
Presién arterial sistélica 0.029 0.889
Presién arterial diastdlica -0.122 0.560
Presion arterial media -0.062 0.770
Frecuencia cardiaca 0.129 0.538
Puntuacion Child -0.002 0.992
Leucocitos -0.011 0.953
Hemoglobina 0.198 0.293
Hematocrito 0.241 0.200
Plaquetas 0.252 0.178
GOT 0.404* 0.040*
GPT 0.590* 0.002*
GGT -0.073 0.730
Fosfatasa alcalina -0.159 0.449
Creatinina -0.216 0.280
Glucosa -0.167 0.406
AlblUmina -0.152 0.480
Bilirrubina 0.073 0.725
indice de Quick -0.002 0.993

Tabla 54. Andlisis del grado de correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol en
membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes cirroticos con HTP después de
la administracion iv de propranolol. * P < 0.05.
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Variable Estimulo relativo del isoproterenol P
( X£Ds) (n)
Somatostatina Simple 4.2+9.7(7)
Doble 1.0 (1) 0.750
Sexo Masculino 29+6.2(19)
Femenino 29+7.1(11) 0.672
Etiologia de la cirrosis Alcohol 3.3+£6.7(16)
Virus 2.6 +6.8 (12) 0.423
Otras 1.3+0.4(2)
Alcohol + virus -(0) -
Consumo activo de alcohol Si 2.4+ 4.2 (6)
No 3.0+6.9(24) 0.980
B-bloqueantes en el mes previo Si 6.0 £ 10.1 (10)
No 1.3+£2.5(20) 0.031*
Nitritos en el mes previo Si 1.0£0.2(3)
No 3.1+6.7(27) 0.509
Furosemida en el mes previo Si 2.6+4.6 (5
No 2.9+ 6.8 (25) 0.872
Espironolactona en el mes previo Si 2.0+3.6(8)
No 3.2+7.2(22) 0.945
Lactulosa en el mes previo Si 0.5+£0.7 (2)
No 3.1+6.6 (28) 0.460
Respuesta estudio hemodinamico Si 28+7.1(11)
No 2.9+6.1(19) 0.372

Tabla 55. Estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las
variables clinicas cualitativas en los pacientes cirréticos con HTP después de la administracion de un bolus iv
de propranolol. * P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, tan sélo se han encontrado correlaciones
significativas entre el estimulo relativo del isoproterenol después de la administracion de
un bolus iv de propranolol y el peso, GOT, GPT y la toma o no de B-bloqueantes en el mes
previo al EH inicial. En las figuras 67 a 70 se representan cada una de estas variables y su
relacion con el estimulo relativo del isoproterenol:
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Figura 67. Correlacion entre el estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies y la enzima
GOT en los pacientes cirréticos con HTP después de la administracion de un bolus iv de propranolol.
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Figura 68. Correlacion entre el estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies y la GPT en
los pacientes cirréticos con HTP después de la administracion de un bolus iv de propranolol.
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Figura 69. Correlacion entre el estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies y el peso de
los pacientes cirréticos con HTP después de la administracion de un bolus iv de propranolol.

En las 3 correlaciones anteriores se observa que la correlacion a expensas de un
punto carece de relevancia y por tanto el estimulo relativo del isoproterenol es
independiente del peso de los pacientes y de los niveles de GOT y GPT.
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Figura 70. Comparacion entre el estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies después de
la administracion de un bolus iv de propranolol y la toma o no de pB-blogueantes en el mes previo al EH
inicial en los pacientes cirréticos con HTP.

Como se puede observar en la representacion anterior, la comparacion entre el
bloqueo relativo del isoproterenol y la toma de -blogueantes no es relevante puesto que
tiene lugar a expensas de 2-3 puntos.
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3.2.1.3. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de blogueo del
propranolol 10°M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas y/o
demograéficas de los pacientes cirréticos con HTP después de la administracion de un
bolus iv de propranolol:

Hemos evaluado el descenso en la produccién de AMPc por parte de la AC en
membranas de hematies después de estimular con isoproterenol 10 M y bloquear con
propranolol 10° M. Para ello, hemos calculado el nimero de veces que disminuye la
produccién de AMPc tras el blogueo con propranolol 10° M en relacién al estimulo con el
isoproterenol 10 M (bloqueo relativo del propranolol) en membranas de hematies de
pacientes cirréticos con HTP después de la administracion de un bolus iv de propranolol.
En la tabla 56 y 57 se muestran los resultados de estos analisis.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre transfundidas 0.320 0.401
Edad -0.036 0.849
Peso 0.131 0.701
Presién enclavada -0.362 0.054
Presion libre -0.328 0.082
GPVH -0.186 0.333
Presidn arterial sistélica 0.274 0.186
Presion arterial diastolica 0.477* 0.016*
Presién arterial media 0.421* 0.036*
Frecuencia cardiaca 0.039 0.854
Puntuacion Child -0.588* 0.001*
Leucocitos -0.053 0.779
Hemoglobina 0.162 0.391
Hematocrito 0.212 0.261
Plaquetas 0.141 0.457
GOT 0.069 0.736
GPT 0.145 0.479
GGT -0.147 0.483
Fosfatasa alcalina 0.184 0.378
Creatinina 0.715* 0.000*
Glucosa 0.112 0.577
Albdmina 0.068 0.753
Bilirrubina -0.169 0.408
indice de Quick 0.071 0.715

Tabla 56. Analisis del grado de correlacion existente entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas
de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes cirréticos con HTP después de la
administracion de un bolus iv de propranolol.* P < 0.05.
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Bloqueo relativo del propranolol

Variable ( X +Ds) (n) p
Somatostatina Simple 6.5+ 14.8 (7)
Doble 1.2 (1) 1.000
Sexo Masculino 1.9+3.5(19)
Femenino 13.8 +£30.8 (11) 0.085
Etiologia de la cirrosis Alcohol 7.5+24.6 (16)
Virus 5.4+11.6(12) 0.698
Otras 0.7+£0.4(2)
Alcohol + virus -(0) 0.333
Consumo activo de alcohol Si 1.0+ 0.9 (6)
No 7.6 +21.3(24) 0.705
B-blogueantes en el mes previo Si 0.7+0.4 (10)
No 9.0 +23.2 (20) 0.074
Nitritos en el mes previo Si 0.8+0.4(3)
No 6.9 +20.2 (27) 0.744
Furosemida en el mes previo Si 8.6+17.6 (5)
No 5.8 +19.8 (25) 0.914
Espironolactona en el mes previo Si 5.6 +£13.9 (8)
No 6.5+21.1(22) 0.836
Lactulosa en el mes previo Si 20.7£27.5(2)
No 5.2+ 18.7 (28) 0.166
Respuesta estudio hemodinamico Si 11.5+29.5(11)
No 3.2+9.1(19) 0.057

Tabla 57. Bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las variables
clinicas cualitativas en los pacientes cirréticos con HTP después de la administracion de un bolus iv de
propranolol.

Una vez evaluadas todas las variables, se ha encontrado una correlacion
significativa entre el bloqueo relativo del propranolol y la presion arterial diastdlica, la
presion arterial media, la puntuacion Child y los niveles de creatinina en los pacientes
cirréticos con HTP después de la administracion de un bolus iv de propranolol. En las
siguientes figuras se recogen dichas correlaciones:
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Figura 71. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la presion
arterial diastdlica en los pacientes cirrticos con HTP después de la administracién de un bolus iv de
propranolol.

Esta correlacion muestra, con la excepcion de 2 puntos, que la capacidad de
bloqueo por parte del propranolol 10° M es independiente de los valores de presién
arterial diast6lica de los pacientes cirréticos.
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Figura 72. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la presion
arterial media en los pacientes cirréticos con HTP después de la administraciéon de un bolus iv de
propranolol.

Igualmente, la capacidad de bloqueo por parte del propranolol 10° M es
independiente de la presion arterial media.
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Figura 73. Correlacién entre el blogueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la puntuacién
Child en los pacientes cirréticos con HTP después de la administracién de un bolus iv de propranolol.

Al igual que sucede con la presion arterial y media, la capacidad de bloqueo por
parte del propranolol también es independiente de la puntuacion Child de los pacientes
cirréticos participantes en el estudio.
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Figura 74. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y los niveles de
creatinina en los pacientes cirréticos con HTP después de la administracion de un bolus iv de propranolol.

Como en los 3 casos anteriores, la capacidad de blogueo por parte del propanolol

10° M es independiente de los niveles de creatinina de los pacientes cirréticos
participantes en el estudio después de la administracion de un bolus iv de propranolol.
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3.2.1.4. Andlisis de los posibles cambios en las variables hemodinamicas tras la
administracion del bolus iv de propranolol en los pacientes cirréticos con HTP:

Se han evaluado las posibles correlaciones entre los cambios en las variables
hemodinamicas (GPVH, FC, PAS, PAD, PAM, PE y PL), entendidos como la diferencia
en los valores de dichas variables entre el EH tras el bolus iv y el inicial, y los incrementos
en los valores de AMPc tras someter a las muestras sanguineas a un estimulo con
isoproterenol 10 M en presencia y ausencia de propranolol 10° M (estimulo absoluto del
isoproterenol).

En el caso de los pacientes cirréticos con HTP, no se ha encontrado ninguna
correlacion significativa entre las variables hemodinamicas y el efecto en la produccion de
AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10* M durante el EH inicial ni tras la
administracion del bolus iv de propranolol, ni con el efecto en la disminucion de la
produccién de AMPc inducido por propranolol 10° M en presencia de isoproterenol 10
M durante el EH inicial ni tras la administracion del bolus iv de propranolol.

En la tabla 58 se resumen las correlaciones encontradas entre los valores de AMPc
y las variables clinicas de los pacientes cirréticos con HTP incluidos en el estudio después
de la administracién de un bolus iv de propranolol:

Después de la administracion de un bolus iv de
propranolol
| -y Relevancia de la
Pacientes cirrdticos i
correlacion
Egéd Relevante
AMPc sin estimulo PL Relevante
[ Relevante
Espironolactona en el mes
] Relevante
previo al EH
AMPc tras isoproterenol 10* M - -
Incremento en la pr,oduccmn de GOT Irrelevante
AMPc tras el estimulo con
i ") GPT Irrelevante
isoproterenol 10™ M
. - Peso Irrelevante
(Estimulo relativo del B-bloqueantes en el mes previo Irrelevante
isoproterenol) g P
Desce_nso en la produccion de PAD Irrelevante
AMPc inducido por propranolol
5 . PAM Irrelevante
10™ M en presencia de . .
. W) Puntuacién Child Irrelevante
isoproterenol 10™ M (Blogueo -
. . Creatinina Irrelevante
relativo del isoproterenol)
Cambios en las variables i i
hemodinamicas

Tabla 58. Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las
variables clinicas de los pacientes cirréticos con HTP tras la administracién de un bolus iv de propranolol.
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3.2.2. Pacientes del grupo de profilaxis primaria:

3.2.2.1. Andlisis de las posibles correlaciones entre la actividad de la AC y las variables
clinicas de los pacientes de profilaxis primaria tras la administracion de un bolus iv

de propranolol:

3.2.2.1.1. Actividad basal:

Se han evaluado las posibles correlaciones entre las diferentes variables clinicas y
la produccion de AMPc en las muestras de sangre extraidas tras la administracion de un
bolus iv de propranolol. Los resultados que se obtuvieron se recogen en las tablas 59 y 60:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.790* 0.011*
Peso -0.924 0.250
Presion enclavada -0.510 0.161
Presion libre -0.358 0.344
GPVH -0.374 0.322
Presion arterial sistélica 0.608 0.082
Presion arterial diastélica 0.647 0.059
Presion arterial media 0.641 0.063
Frecuencia cardiaca 0.462 0.211
Puntuacion Child -0.475 0.196
Leucocitos -0.065 0.868
Hemoglobina 0.085 0.829
Hematocrito 0.060 0.878
Plaguetas -0.083 0.831
GOT -0.298 0.436
GPT -0.348 0.358
GGT -0.338 0.374
Fosfatasa alcalina -0.111 0.776
Creatinina -0.206 0.594
Glucosa 0.110 0.778
Albimina 0.397 0.378
Bilirrubina -0.340 0.370
Quick 0.731* 0.025*

Tabla 59. Analisis del grado de correlacién existente entre la produccion de AMPc basal en membranas de
hematies y las variables clinicas en los pacientes de profilaxis primaria tras la administracion de un bolus iv

de propranolol. * P < 0.05.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P
Sexo Masculino 155+ 12.1 (6)
Femenino 69.1 + 65.6 (3) 0.381
Etiologia de la cirrosis Alcohol 18.3+11.0 (5)
Virus 52.2+63.4 (4) 1.000
Consumo activo de alcohol Si 15.6 +8.1 (3)
No 42.2+52.0 (6) 1.000
B-blogueantes en el mes previo Si 48.9 £ 73.6 (3)
No 25.6 +25.1 (6) 0.905
Furosemida en el mes previo Si 6.3+£7.1(2)
No 41.1+46.8(7) 0.333
Espironolactona en el mes .
previo Si 41.1+42.1(2)
No 31.1+46.8(7) 0.500
Respuesta estudio .
hemodinédmico Si 221289 (5)
No 47.5+58.6 (4) 0.413

Tabla 60. Produccién de AMPc basal ( X + Ds) en membranas de hematies en funcién de las variables
clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis primaria tras la administracion de un bolus iv de
propranolol.

De todas las variables evaluadas, tan sélo se ha encontrado correlacion significativa
entre la produccion de AMPc con la edad y el indice de Quick. En las figuras 75y 76, se
representan cada una de estas variables y su relacion con la produccién de AMPc.
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Figura 75. Correlacion entre la produccién de AMPc en membranas de hematies y la edad en pacientes de
profilaxis primaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

En esta correlacion se observa que a medida que aumenta la edad de los pacientes,
la produccion de AMPc basal se incrementa en muestras extraidas tras la administracion de
un bolus iv de propranolol.
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Figura 76. Correlacion entre la produccion de AMPc en membranas de hematies y el indice de Quick en
pacientes de profilaxis primaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.
Los pacientes con un indice de Quick mas alto presentan mayor produccién basal
de AMPCc en estas muestras.
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3.2.2.1.2.  Tras el estimulo de isoproterenol 10 M:

Se evalué la correlacién entre la produccion de AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10 My las variables clinicas en muestras extraidas tras la administracion de
un bolus iv de propranolol. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 61 y 62:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.439 0.204
Peso 0.176 0.824
Presion enclavada -0.372 0.290
Presion libre -0.292 0.413
GPVH -0.255 0.477
Presion arterial sistélica 0.404 0.247
Presion arterial diast6lica 0.475 0.165
Presion arterial media 0.451 0.190
Frecuencia cardiaca 0.675* 0.032*
Puntuacion Child -0.101 0.782
Leucocitos 0.182 0.614
Hemoglobina 0.241 0.503
Hematocrito 0.278 0.436
Plaquetas 0.253 0.481
GOT -0.073 0.842
GPT -0.096 0.792
GGT -0.112 0.759
Fosfatasa alcalina 0.265 0.460
Creatinina 0.227 0.527
Glucosa 0.101 0.782
Alblimina 0.328 0.427
Bilirrubina 0.129 0.723
Quick 0.682* 0.030*

Tabla 61. Andlisis del grado de correlacién existente entre la produccion de AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10* M en membranas de hematies y las variables clinicas en los pacientes de profilaxis
primaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol. * P < 0.05.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P
Sexo Masculino 37.6+ 44.5(6)
Femenino 120.9+84.7 (4) 0.038*
Etiologia de la cirrosis Alcohol 58.4 +52.5 (6)
Virus 89.7 +103.2 (4) 0.762
Consumo activo de alcohol Si 73.6 £60.5 (4)
No 69.1 + 86.1 (6) 0.762
B-blogueantes en el mes previo Si 115.2+91.3 (4)
No 41.4 +44.7 (6) 0.114
Furosemida en el mes previo Si 62.2£86.1(2)
No 73.1+76.0 (8) 0.711
Espironolactona en el mes previo Si 100.9 £40.9 (3)
No 58.1+82.5(7) 0.183
Lactulosa Si 126.0 (1)
No 64.8+74.7 (9) 0.400
Respuesta estudio hemodinamico Si 48.6 + 45.8 (6)
No 104.4 + 100.2 (4) 0.610

Tabla 62. Produccién de AMPc ( X + Ds) en membranas de hematies tras el estimulo con isoproterenol 10™
M en funcion de las variables cualitativas clinicas estudiadas en los pacientes de profilaxis primaria tras la

administracion de un bolus iv de propranolol. * P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, sélo se ha encontrado correlacion significativa

entre la produccion de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10* M después del bolus

iv de propranolol con la frecuencia cardiaca, el indice de Quick y el sexo de los pacientes.
En las figuras 77 a 79 se representan cada una de estas variables y su relacion con la

produccién de AMPc:
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Figura 77. Correlacion entre la frecuencia cardiaca y la produccion de AMPc en membranas de hematies
tras el estimulo con isoproterenol 10 M en pacientes de profilaxis primaria que han recibido un bolus iv de
propranolol.

Se observa que en los pacientes con valores de frecuencia cardiaca mas bajos, la
produccion de AMPc en respuesta a isoproterenol 10 M es también més baja.
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Figura 78. Correlacion entre el indice de Quick y la produccién de AMPc en membranas de hematies tras el
estimulo con isoproterenol 10-4 M en pacientes de profilaxis primaria que han recibido un bolus iv de
propranolol.

En los pacientes con indices de Quick mas bajos, es menor la produccién de AMPc
en respuesta a isoproterenol 10 M.
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Figura 79. Comparacion entre el sexo y la produccion de AMPc en membranas de hematies tras el estimulo
con isoproterenol 10 M en pacientes de profilaxis primaria que han recibido un bolus iv de propranolol.

En este caso, la produccién de AMPc en las membranas de hematies tras el
estimulo con isoproterenol en los pacientes de profilaxis primaria no depende del sexo.
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3.2.2.2. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de respuesta al
isoproterenol 10 M (estimulo relativo del isoproterenol) y las variables clinicas y/o
demogréficas en los pacientes de profilaxis primaria después de la administracion de
un bolus iv de propranolol:

Hemos evaluado el incremento en la produccion de AMPc por parte de la AC
inducido por isoproterenol 10* M. Para ello, hemos calculado el niimero de veces que se
incrementa la produccion de AMPc tras el estimulo con isoproterenol en relacién al valor
de AMPc previo, es decir, antes del estimulo beta (estimulo relativo del isoproterenol). En
las tablas 63 y 64 se muestran los resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.212 0.584
Peso 0.967 0.165
Presion enclavada -0.096 0.806
Presion libre -0.047 0.904
GPVH -0.282 0.462
Presién arterial sistélica 0.266 0.490
Presion arterial diastélica 0.198 0.609
Presion arterial media 0.239 0.535
Frecuencia cardiaca 0.227 0.556
Puntuacion Child -0.102 0.794
Leucocitos 0.126 0.747
Hemoglobina 0.365 0.334
Hematocrito 0.441 0.235
Plaquetas 0.323 0.397
GOT 0.345 0.364
GPT 0.647 0.060
GGT -0.196 0.614
Fosfatasa alcalina -0.060 0.877
Creatinina -0.237 0.540
Glucosa -0.043 0.912
AlbUmina -0.046 0.922
Bilirrubina 0.129 0.741
indice de Quick 0.032 0.936

Tabla 63. Analisis del grado de correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol en
membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis primaria después
de la administracion de un bolus iv de propranolol.
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Variable Estimulo relativo del isoproterenol p
( X£Ds) (n)
Sexo Masculino 3.0+£4.0(6)
Femenino 8.9+13.2(3) 0.548
Etiologia de la cirrosis Alcohol 3.3+4.3(5)
Virus 6.9+ 115 (4) 0.730
Consumo activo de alcohol Si 43+57(3)
No 5.2+9.3(6) 0.905
B-blogueantes en el mes previo Si 9.7+£12.6 (3)
No 2.6+4.1(6) 0.095
Nitritos en el mes previo al estudio Si -(0)
No 49+7.9(9) -
Furosemida en el mes previo Si 59+7.0(2)
No 4.7+8.7(7) 0.667
Espironolactona en el mes previo Si 58+7.1(2)
No 4.7+8.6(7) 0.889
Lactulosa en el mes previo Si -(0)
No 49+7.9(9) -
Respuesta estudio hemodindmico Si 5.6 £10.4 (5)
No 4.1+46(4) 0.556

Tabla 64. Estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las
variables clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis primaria después de la administracion de un

bolus iv de propranolol.

No se han encontrado correlaciones significativas entre el estimulo relativo del
isoproterenol y las variables clinicas evaluadas.
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3.2.2.3. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de blogueo del
propranolol 10°M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas y/o
demogréficas en los pacientes de profilaxis primaria después de la administracion de
un bolus iv de propranolol:

Hemos evaluado el descenso inducido por propranolol 10° M estimulada por
isoproterenol 10* M. Para ello, hemos calculado el nimero de veces que disminuye el
valor de AMPc tras el bloqueo con propranolol 10° M en relacién al AMPc tras el
estimulo con isoproterenol 10™* M (bloqueo relativo del propranolol). En la tablas 65 y 66
se muestran los resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.370 0.327
Peso 0.235 0.849
Presién enclavada 0.121 0.757
Presion libre -0.107 0.785
GPVH 0.287 0.454
Presién arterial sistélica -0.111 0.776
Presién arterial diastdlica -0.401 0.285
Presion arterial media -0.252 0.513
Frecuencia cardiaca 0.443 0.232
Puntuacion Child 0.140 0.719
Leucocitos 0.382 0.310
Hemoglobina -0.663 0.052
Hematocrito -0.580 0.102
Plaquetas -0.141 0.717
GOT -0.110 0.778
GPT -0.413 0.269
GGT -0.274 0.475
Fosfatasa alcalina -0.488 0.183
Creatinina 0.212 0.585
Glucosa -0.426 0.252
Alblmina 0.284 0.537
Bilirrubina 0.182 0.639
indice de Quick -0.621 0.074

Tabla 65. Analisis del grado de correlacion existente entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas
de hematies y las variables clinicas en los pacientes de profilaxis primaria después de la administracién de un
bolus iv de propranolol.
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Variable Blogueo relativo del propranolol p
( X£Ds) (n)
Sexo Masculino 0.9+0.9 (6)
Femenino 0.8+£0.1(3) 0.905
Etiologia de la cirrosis Alcohol 0.9+£1.0(5)
Virus 0.8+0.2 (4) 0.413
Consumo activo de alcohol Si 1.2+1.3(3)
No 0.6 £0.3 (6) 0.714
B-bloqueantes en el mes previo Si 0.5+0.4(3)
No 1.0+ 0.8 (6) 0.262
Nitritos en el mes previo Si -(0)
No 0.8+0.7 (9) -
Furosemida en el mes previo Si 09+£0.1(2)
No 0.8+0.8(7) 0.333
Espironolactona en el mes previo Si 0.9+£0.0(2)
No 0.8+0.9(7) 0.500
Lactulosa en el mes previo Si - (0)
No 0.8+0.7 (9) -
Respuesta estudio hemodindmico Si 1.1+0.9(5)
No 05+0.3(4) 0.190
Estimulo con isoproterenol 10 M Si 0.5+0.4 (5
No 1.3+0.9 (4) 0.111

Tabla 66. Bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las variables
clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis primaria después del bolus iv de propranolol.

No se ha encontrado ninguna correlacion significativa entre el blogueo relativo del
propranolol y las diferentes variables clinicas evaluadas.
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3.2.2.4. Andlisis de los posibles cambios en las variables hemodinamicas tras la
administracion de un bolus iv de propranolol en los pacientes de profilaxis primaria:

Se han evaluado las posibles correlaciones entre los cambios inducidos por la
administracion de propranolol en las variables hemodinamicas (GPVH, FC, PAS, PAD,
PAM, PE y PL), entendidos como la diferencia en los valores de dichas variables antes y
tras la administracion de un bolus iv de propranolol y los valores de AMPc sin y tras
estimulo con isoproterenol 10 M.

En el caso de los pacientes del subgrupo de profilaxis primaria, no se ha encontrado
ninguna correlaciéon significativa entre las variables hemodinamicas y el efecto del
isoproterenol ni durante el EH inicial ni tras la administracion del bolus iv de propranolol.
Tampoco existe correlacion significativa entre la produccion de AMPc inducido por el
agonista isoproterenol 10 M en presencia de propranolol 10° M. Existe una correlacion
significativa entre la diferencia en las presiones libres cuantificadas durante la medida del
GPVH antes y después de la administracion del bolus iv de propranolol y la disminucién
en la produccién de AMPc inducido por propranolol durante el EH inicial (Coeficiente de
correlacion de Pearson: 0.619; P = 0.032). En la figura 80 se representa dicha correlacion.

8 =

Plibre tras bolus-Plibre EH inicial

-4 R2=0,3832
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

Bloqueo absoluto del propranolol durante EH inicial

Figura 80. Correlacion entre las presiones libres tras la administracién de un bolus iv de propranolol y el EH
inicial, y el descenso en la produccién de AMPc en membranas de hematies inducido por propranolol 10° M
(bloqueo absoluto del propranolol) durante el EH inicial en los pacientes de profilaxis primaria.

En la tabla 67 se resumen las correlaciones encontradas entre los valores de AMPc
y las variables clinicas en los pacientes de profilaxis primaria incluidos en el estudio tras la
administracion del bolus iv de propranolol.
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Tras la administracion de un bolus iv de
propranolol

o . . Relevancia de la
Profilaxis Primaria

correlacion
. . Edad, Relevante
AMPG sin estimulo indice de Quick Relevante
) FC, Relevante
AMPC tras isoproterenol 10™ M Indice de Quick, Relevante
Sexo Relevante

Incremento en la produccién de
AMPc tras el estimulo con - -
isoproterenol 10 M

Descenso en la produccion de
AMPc inducido por propranolol
10™ M en presencia de
isoproterenol 10* M

Cambios en la P. libre y el
descenso en la produccion de
AMPc inducido por propranolol Relevante
durante el EH inicial (bloqueo
absoluto del propranolol)

Cambios en las variables
hemodinamicas

Tabla 67. Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC y las variables clinicas en los
pacientes de profilaxis primaria incluidos en el estudio tras la administracion del bolus iv de propranolol.
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3.2.3. Pacientes del grupo de profilaxis secundaria:

3.2.3.1. Andlisis de las posibles correlaciones entre la actividad de la AC y las variables
clinicas de los pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus
iv de propranolol:

3.2.3.1.1.  Actividad basal:

Al igual que con los pacientes de profilaxis primaria, se han buscado posibles
correlaciones entre las variables clinicas y los niveles de AMPc en membranas de hematies
antes del estimulo con isoproterenol 10 M evaluados tras la administracién del bolus iv de
propranolol en los pacientes de profilaxis secundaria. Los resultados obtenidos se recogen
en las tablas 68 y 69:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas sangre transfundidas -0.464 0.208
Edad 0.417 0.060
Peso 0.069 0.871
Presion enclavada -0.461* 0.041*
Presion libre -0.414 0.070
GPVH -0.257 0.275
Presién arterial sistdlica -0.382 0.145
Presion arterial diastdlica -0.041 0.879
Presion arterial media -0.186 0.492
Frecuencia cardiaca -0.501* 0.048*
Puntuacion Child -0.064 0.787
Leucocitos 0.069 0.766
Hemoglobina -0.080 0.730
Hematocrito -0.078 0.736
Plaquetas -0.220 0.337
GOT -0.345 0.176
GPT 0.071 0.787
GGT -0.094 0.730
Fosfatasa alcalina -0.591* 0.016*
Creatinina 0.002 0.995
Glucosa 0.330 0.181
Alblimina -0.241 0.351
Bilirrubina 0.028 0.916
Quick -0.195 0.409

Tabla 68. Analisis del grado de correlacion entre la produccion de AMPc basal y/o antes del estimulo con
isoproterenol 10* M en membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas estudiadas en los
pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.* P < 0.05.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Somatostatina Simple 39.7+38.2(7)
Doble 36.9 (1) 1.000

Sexo Masculino 38.1+43.5(13)
Femenino 40.4 +25.5 (8) 0.414

Etiologia de la cirrosis Alcohol 38.1+36.6 (11)
Virus 445 + 41.6 (8) 0.600

Consumo activo de alcohol Si 33.0+23.1(3)
No 40.0 +39.1 (18) 1.000

B-blogueantes en el mes previo Si 33.4+41.8(7)
No 41.7 +35.5 (14) 0.360

Nitritos en el mes previo Si 53.8 +52.1 (3)
No 36.5 + 35.2 (18) 0.534

Furosemida en el mes previo Si 745+ 47.4(3)
No 33.1+32.8 (18) 0.125

Espironolactona en el mes previo Si 64.2 + 46.0 (6)
No 28.9 +28.5 (15) 0.080

Lactulosa en el mes previo Si 35.0£2.8(2)
No 39.4 +38.9 (19) 0.952

Respuesta estudio hemodinamico Si 39.2 +29.1 (6)
No 38.9 + 40.5 (15) 0.569

Tabla 69. Produccién de AMPc basal ( X + Ds) en membranas de hematies en funcién de las variables
clinicas cualitativas estudiadas en los pacientes de profilaxis secundaria tras la administracién de un bolus iv
de propranolol.

Se ha encontrado correlacion significativa entre los valores de AMPc basal,
medidos en hematies de muestras extraidas tras la administracion del propranolol iv, con la
presion enclavada, la frecuencia cardiaca y la fosfatasa alcalina, en pacientes de profilaxis
secundaria. En las figuras 81 a 83, se representan cada una de estas variables y su relacién
con la produccion de AMPc basal:
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Figura 81. Correlacion entre la actividad de la AC en membranas de hematies y la frecuencia cardiaca en
pacientes de profilaxis secundaria tras la administracién de un bolus iv de propranolol.

De esta representacion se desprende que aquellos pacientes con frecuencias
cardiacas mas bajas, producen niveles mas elevados de AMPc en condiciones basales.
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Figura 82. Correlacion entre la actividad de la AC en membranas de hematies y la presion enclavada en los
pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

En esta correlacion se observa que cuanto menor es la presion enclavada de los
pacientes, mas elevada es la produccion basal de AMPc en membranas de hematies.
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Figura 83. Correlacion entre la actividad de la AC en membranas de hematies y la concentracion de
fosfatasa alcalina en pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

De esta correlacion se desprende que aquellos pacientes con niveles de fosfatasa
alcalina bajos presentan una mayor produccion basal de AMPc.
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3.2.3.1.2.  Tras el estimulo con isoproterenol 10 M:

Se ha buscado la posible correlacion entre las variables clinicas y los niveles de
AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10* M en muestras obtenidas después de la
administracion de un bolus iv de propranolol. Los resultados obtenidos se recogen en las
tablas 70y 71.:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas sangre transfundidas -0.420 0.261
Edad 0.265 0.246
Peso 0.136 0.748
Presion enclavada -0.307 0.188
Presion libre -0.273 0.245
GPVH -0.172 0.467
Presion arterial sistélica -0.361 0.170
Presion arterial diastélica -0.188 0.487
Presion arterial media -0.279 0.294
Frecuencia cardiaca -0.488 0.055
Puntuacion Child 0.148 0.532
Leucocitos 0.081 0.727
Hemoglobina -0.218 0.343
Hematocrito -0.275 0.227
Plaguetas -0.031 0.895
GOT -0.374 0.139
GPT 0.082 0.755
GGT -0.184 0.496
Fosfatasa alcalina -0.564* 0.023*
Creatinina -0.181 0.473
Glucosa 0.483* 0.042*
Alblimina 0.388 0.124
Bilirrubina -0.147 0.573
Quick -0.268 0.253

Tabla 70. Analisis del grado de correlacion entre la produccion de AMPc en membranas de hematies tras el
estimulo con isoproterenol 10 M en funcién de las variables clinicas cuantitativas estudiadas en los
pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol. * P < 0.05.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Somatostatina Simple 23.5+25.6 (7)
Doble 36.4 (1) 0.750

Sexo Masculino 32.6 +42.7 (13)
Femenino 25.0+27.4 (8) 0.595

Etiologia de la cirrosis Alcohol 32.5+40.2 (11)
Virus 24.5+34.9 (8) 0.492

Consumo activo de alcohol Si 18.5+24.9 (3)
No 31.6 +39.0 (18) 0.887

B-blogueantes en el mes previo Si 31.9+46.8 (7)
No 28.6 +33.2 (14) 0.913

Nitritos en el mes previo Si 60.0 + 65.6 (3)
No 24.7+30.4 (18) 0.221

Furosemida en el mes previo Si 42.3+51.7 (3)
No 27.6 + 35.6 (18) 0.740

Espironolactona en el mes previo Si 51.2 £53.7 (6)
No 21.2 +25.6 (15) 0.205

Lactulosa en el mes previo Si 18.9+£24.7 (2)
No 30.9 +38.5(19) 0.610

Respuesta estudio hemodinamico Si 25.1+33.6 (6)
No 31.6 +39.3 (15) 0.677

Tabla 71. Produccién de AMPc ( X + Ds) en membranas de hematies tras el estimulo con isoproterenol 10
M en funcién de las variables cualitativas clinicas estudiadas en los pacientes de profilaxis secundaria tras la
administracién de un bolus iv de propranolol.

Sélo se ha encontrado correlacion entre el AMPc producido tras el estimulo con
isoproterenol 10* M con la fosfatasa alcalina y la glucosa. Dichas correlaciones se
representan en las figuras 84 y 85:
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Figura 84. Correlacion entre la actividad de la AC en membranas de hematies estimulada por isoproterenol
10 M y los niveles plasméticos de glucosa en pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un
bolus iv de propranolol.

Se puede observar que a medida que aumentan los niveles de glucosa en los
pacientes, aumenta de forma paralela la produccion de AMPc en respuesta a isoproterenol
10™* M mientras que ocurre lo contrario con los niveles de fosfatasa alcalina (figura 70).
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Figura 85. Correlacién entre la actividad de la AC en membranas de hematies estimulada por isoproterenol
10" M y los niveles plasméticos de fosfatasa alcalina en pacientes de profilaxis secundaria tras la
administracion de un bolus iv de propranolol.
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3.2.3.2.  Analisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de respuesta de la
AC al isoproterenol 10 M (estimulo relativo del isoproterenol) y las variables
clinicas y/o demogréficas en los pacientes de profilaxis secundaria :

Hemos evaluado el incremento en la produccion de AMPc por parte de la AC
después del estimulo con isoproterenol 10 M. Para ello, hemos calculado el niimero de
veces que se incrementa la produccion de AMPc tras el estimulo con isoproterenol en
relacion al valor de AMPc previo, es decir, antes del estimulo beta (estimulo relativo del
isoproterenol). En la tablas 72 y 73 se muestran los resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre transfundidas -0.215 0.578
Edad -0.173 0.454
Peso -0.031 0.942
Presién enclavada 0.184 0.436
Presién libre 0.081 0.733
GPVH 0.166 0.485
Presién arterial sistdlica -0.300 0.259
Presion arterial diastélica -0.397 0.128
Presién arterial media -0.401 0.123
Frecuencia cardiaca -0.072 0.791
Puntuacion Child 0.076 0.751
Leucocitos -0.093 0.687
Hemoglobina -0.036 0.877
Hematocrito 0.004 0.987
Plaquetas 0.199 0.388
GOT -0.011 0.967
GPT -0.009 0.973
GGT -0.052 0.848
Fosfatasa alcalina -0.139 0.609
Creatinina -0.213 0.395
Glucosa 0.038 0.879
Alblmina -0.238 0.358
Bilirrubina -0.270 0.295
indice de Quick -0.047 0.843

Tabla 72. Andlisis del grado de correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol en
membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis secundaria
después de recibir un bolus iv de propranolol.
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Variable Estimulo relativo del isoproterenol p

( XxDs) (n)

Somatostatina Simple 4.2+9.7(7)
Doble 1.0 (1) 0.750

Sexo Masculino 29+7.1(13)
Femenino 0.6+0.5(8) 0.547

Etiologia de la cirrosis Alcohol 3.3+£7.7(11)
Virus 0.4+0.3(8) 0.177

Otras 1.3+0.4(2)

Alcohol + virus -(0) -

Consumo activo de alcohol Si 05+0.4(3)
No 2.3+6.0 (18) 0.669

B-blogueantes en el mes previo Si 4.4+96(7)
No 0.8+1.2(14) 0.079

Nitritos en el mes previo al estudio Si 1.0+0.2(3)
No 2.2+6.1(18) 0.185

Furosemida en el mes previo Si 0.4+04(3)
No 2.3+6.0(18) 0.356

Espironolactona en el mes previo Si 0.7+ 0.4 (6)
No 2.5+ 6.6 (15) 0.791

Lactulosa en el mes previo Si 05+£0.7 (2)
No 2.2+5.9 (19) 0.686

Respuesta estudio hemodinamico Si 0.5+ 0.6 (6)
No 2.6 6.6 (15) 0.132

Tabla 73. Estimulo relativo del isoproterenol ( X + Ds) en funcién de las variables clinicas cualitativas en
las membranas de hematies de pacientes de profilaxis secundaria después de la administracion de un bolus iv
de propranolol. * P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, no se ha encontrado ninguna correlacion
significativa con el incremento en la produccién de AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10 M.
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3.2.3.3.  Analisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de bloqueo del
propranolol 10° M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas y/o
demograficas en las membranas de hematies de muestras extraidas después de la
administracion de un bolus iv de propranolol en los pacientes de profilaxis
secundaria:

Hemos evaluado el descenso en la produccion de AMPc por parte de la AC después
de estimular con isoproterenol 10 M y bloquear con propranolol 10 M. Para ello, hemos
calculado el numero de veces que disminuye el valor de AMPc tras el bloqueo con
propranolol 10° M en relacién al AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10* M (bloqueo
relativo del propranolol). En las siguientes tablas 74 y 75 se muestran los resultados de
estos analisis.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre transfundidas 0.320 0.401
Edad -0.105 0.650
Peso 0.282 0.499
Presién enclavada -0.444* 0.050*
Presién libre -0.349 0.132
GPVH -0.285 0.224
Presién arterial sist6lica 0.508* 0.044*
Presion arterial diastélica 0.664* 0.005*
Presién arterial media 0.674* 0.004*
Frecuencia cardiaca 0.151 0.576
Puntuacion Child -0.724* 0.000*
Leucocitos -0.054 0.815
Hemoglobina 0.329 0.145
Hematocrito 0.386 0.084
Plaguetas 0.194 0.399
GOT 0.323 0.206
GPT 0.472 0.056
GGT -0.152 0.574
Fosfatasa alcalina 0.137 0.613
Creatinina 0.736* 0.000*
Glucosa 0.049 0.848
Alblmina 0.044 0.867
Bilirrubina -0.230 0.374
indice de Quick 0.112 0.637

Tabla 74. Analisis del grado de correlacion existente entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas
de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis secundaria después de la
administracion de un bolus iv de propranolol.* P < 0.05.
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Variable Blogueo relativo del propranolol P
( X£Ds) (n)
Somatostatina Simple 6.5+ 14.8 (7)
Doble 1.2 (1) 1.000
Sexo Masculino 2.3+4.2(13)
Femenino 18.7 £ 35.4 (8) 0.064
Etiologia de la cirrosis Alcohol 10.6 £ 29.6 (11)
Virus 7.7+13.9 (8) 0.778
Otras 0.7+£0.4 (2)
Alcohol + virus -(0) -
Consumo activo de alcohol Si 0.8+0.6 (3)
No 9.9+24.4(18) 0.471
B-bloqueantes en el mes previo Si 0.7+0.4(7)
No 12.5+27.2 (14) 0.149
Nitritos en el mes previo Si 0.8+£0.4 (3)
No 9.9+24.4(18) 0.534
Furosemida en el mes previo Si 13.7+£22.9 (3)
No 7.7+23.2(18) 0.887
Espironolactona en el mes previo Si 7.2+16.1(6)
No 9.1 +25.3(15) 0.519
Lactulosa en el mes previo Si 20.6 £27.5(2)
No 7.3+22.6(19) 0.286
Respuesta estudio hemodinamico Si 20.3£39.2 (6)
No 3.9+10.2 (15) 0.045*

Tabla 75. Bloqueo relativo del propanolol ( X + Ds) en membranas de hematies en funcion de las variables
clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis secundaria después de la administracion de un bolus iv de
propranolol.* P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, se ha encontrado una correlacion significativa
entre el bloqueo relativo del propranolol y la presion enclavada, la presion arterial
sistdlica, la presion arterial diastdlica, la presion arterial media, puntuacién de Child,
creatinina, respuesta al estudio hemodinamico.

En las figuras 86 a 92, se representan estas variable y su relacion con el descenso
en la produccién de AMPc en presencia de propranolol 10 M.
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Figura 86. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la presion
enclavada en pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

Esta correlacion muestra, con la excepcion de 3 puntos, que la capacidad de
bloqueo por parte del propranolol 10° M es independiente de los valores de presion
enclavada alcanzados dentro del higado.
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Figura 87. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la presion
arterial sistolica en pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

Igualmente, la capacidad de bloqueo por parte del propranolol 10° M es
independiente de los valores de presion arterial sistdlica.
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Figura 88. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol y la presion arterial diastolica en pacientes
de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

De la misma manera que en los 2 casos anteriores, con la excepcion de 2 valores, la
capacidad de blogueo por parte del propranolol es independiente de los niveles de presion
arterial diastolica.
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Figura 89. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la presion
arterial media en pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

Al igual que en los casos anteriores, la capacidad de blogueo del estimulo de la AC
inducido por isoproterenol 10* M en membranas de hematies es independiente de los
valores de presion arterial media.
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Figura 90. Correlacién entre el blogueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la puntuacién
Child en pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.

Igualmente, la puntuacién de Child no influye sobre la capacidad de respuesta del
propranolol 10° M.
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Figura 91. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y los niveles
plasmaticos de creatinina en pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de
propranolol.

Al igual que en las correlaciones anteriores, los niveles de creatinina no parecen
influir sobre la capacidad de bloqueo por parte del propranolol 10° M.
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Figura 92. Comparacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la respuesta
al EH en pacientes de profilaxis secundaria tras la administracion de un bolus iv de propranolol.
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3.2.3.4. Andlisis de los posibles cambios en las variables hemodinamicas tras la
administracion de un bolus iv de propranolol en los pacientes de profilaxis
secundaria:

En el caso de los pacientes del subgrupo de profilaxis secundaria solo existe una
correlacion significativa entre la diferencia en las presiones enclavadas cuantificadas
durante la medida del GPVH, antes y después de la administracion del bolus iv de
propranolol, y la disminucion en la produccién de AMPc en las membranas de hematies en
presencia de propranolol 10° M durante el EH inicial (Coeficiente de correlacién de
Pearson: 0.619; P = 0.032). En la figura 93 se representa dicha correlacion.

Penclavada tras bolus-Penclavada EH inicial

Y B
6 oo
-8+
a
-10 i _ _ _ _ _ _ RP=0,2208
00 -80 -60 40 -20 0 20 40

Bloqueo absoluto del propranolol durante EH inicial

Figura 93. Correlacion entre las presiones enclavadas tras la administracién de un bolus iv de propranolol y
el EH inicial, y el descenso en la produccién de AMPc en membranas de hematies inducido por propranolol
10" M (bloqueo absoluto del propranolol) en los pacientes de profilaxis secundaria.

En la tabla 76 se resumen las correlaciones encontradas entre los valores de AMPc
y las variables clinicas en los pacientes de profilaxis secundaria incluidos en el estudio tras
la administracion del bolus iv de propranolol.
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Tras la administracion de un bolus iv de propranolol
Profilaxis Secundaria Relevanma_ (,je la
correlacion
PE, Relevante
AMPc sin estimulo FC, Relevante
Fosfatasa alcalina Relevante
AMPc tras Fosfatasa alcalina, Relevante
isoproterenol 10 M Glucosa Relevante
Incremento en la
produccion de
AMPc tras el - -
estimulo con
isoproterenol 10 M
PE Relevante
Descenso en la PAS Irrelevante
produccion de PAD Relevante
AMPc inducido por PAM Irrelevante
propranolol 10° M Puntuacion Child Irrelevante
en presencia de Creatinina Irrelevante
isoproterenol 10 M Respuesta al EH Irrelevante
Cambios en la PE y el descenso
Cambios en las en la produccion de AMPc
variables inducido por propranolol Irrelevante
hemodinamicas durante el EH inicial (bloqueo
absoluto del propranolol)

Tabla 76. Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las
variables clinicas en los pacientes de profilaxis secundaria incluidos en el estudio tras la administracion de un
bolus iv de propranolol.
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4. ACTIVIDAD DEL SISTEMA DE LA AC EN
MEMBRANAS DE HEMATIES EN LOS PACIENTES
CIRROTICOS CON HTP TRAS 3 MESES DE
TRATAMIENTO CON PROPRANOLOL ORAL:

4.1. VALORACION DE TODOS LOS PACIENTES CIRROTICOS:

En el conjunto de pacientes cirréticos estudiados la actividad basal de la AC en
membranas de hematies tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral fue de 37.5 +
37.3 pmol AMPc/mg proteina/10 minutos incubacion. Esta actividad se increment6 a 50.2
+ 58.7 pmol AMPc/mg proteina/10 minutos incubacién tras el estimulo con isoproterenol
10 M, y se redujo a 38.3 + 59.1 pmol AMPc/mg protefna/10 minutos incubacién cuando
el propranolol 10° M estuvo presente. Estos valores no fueron significativamente
diferentes de los obtenidos en el estudio inicial.

2507 pn=39n=18 n=40n=19 n=37n=19

200 -

150 -

100 -

50

AMPCc (pmol/mg proteina/10 minutos)

Basal Isoproterenol 10* M Isoproterenol 10* M +
Propranolol 10° M

OEH inicial: condiciones basales M3 meses de tratamiento via oral

Figura 94. Valores medios de AMPc en membranas de hematies durante el EH inicial y tras 3 meses de
tratamiento con propranolol oral en los pacientes cirréticos con HTP.

Para los pacientes cirréticos con HTP se calcularon, los valores del estimulo
absoluto y relativo del isoproterenol 10* M y el bloqueo relativo y absoluto del
propranolol 10®° M tras 3 meses de tratamiento con propranolol. Los resultados se recogen
en la tabla 77 y también se indican los resultados obtenidos antes de la administracion iv
de propranolol con el fin de facilitar la comparacién:
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Tras 3 meses de
EH inicial tratamiento con
propranolol

Pacientes con HTP  Pacientes con HTP

Estimulo relativo del isoproterenol 10 M 1.36 + 7.40 (39) 0.95 + 2.64 (18)
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 1.31 +4.04 (37) 0.10 £ 1.52 (18)
Estimulo absoluto del isoproterenol 10*M  10.03 + 38.30 (39) 10.94 + 32.37 (18)
Bloqueo absoluto del propranolol 10° M -3.22 + 26.28 (37) -9.93 +41.58 (18)

Tabla 77. X + Ds (n) del estimulo relativo y absoluto para el isoproterenol y el bloqueo relativo y absoluto
para propranolol en membranas de hematies de pacientes cirroticos con HTP tras 3 meses de tratamiento con
propranolol oral y durante el EH inicial. Tanto el estimulo relativo del isoproterenol como el bloqueo relativo
del propranolol se expresan en tanto por 1 mientras que el estimulo absoluto del isoproterenol y el bloqueo
absoluto del propranolol se expresan en pmol AMPc/mg proteina/10 min.

No se han encontrado diferencias significativas en los valores de las variables
anteriores durante el EH inicial y después de 3 meses de tratamiento continuado con
propranolol en las membranas de hematies de los pacientes cirréticos con HTP.

De manera paralela se realiz6 un andlisis individualizado de los pacientes cirréticos
participantes tanto en el EH inicial asi como tras 3 meses de tratamiento con propranolol
oral (n = 9). En dicho andlisis se calcularon los valores medios de AMPc en condiciones
basales, tras un estimulo con isoproterenol y también en presencia de propranolol. No se
encontraron diferencias signficativas en estas variables entre los 2 estudios. En las figuras
95 y 96 se muestran los valores individualizados de AMPc para cada uno de los estudios
hemodinamicos.
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Figura 95. Representacion de los valores individuales de AMPc de los pacientes cirr6ticos medidos en
membranas de hematies en condiciones basales (sin estimulo), tras un estimulo con isoproterenol 10* My en
presencia de propranolol durante el EH inicial. Cada una de las series corresponde a un paciente.
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EH tras 3 meses tratamiento con propranolol oral

600 -
500 -
400 ~
300 ~

100 - o o

pmoles AMPc/mg proteina/10 min

0 * ‘ " ‘
Sin estimulo Tras isoproterenol 10-4 Isoproterenol+
M Propranolol
—&— Seriel —#— Serie2 Serie3 Serie4 —%— Serie5 —@— Serie6
—+— Serie7 —— Serie8 Serie9

Figura 96. Representacion de los valores individuales de AMPc de los pacientes cirroticos medidos en
membranas de hematies en condiciones basales (sin estimulo), tras un estimulo con isoproterenol 10* My en
presencia de propranolol después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral. Cada una de las series
corresponde a un paciente.
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4.1.1. Analisis de las posibles correlaciones entre las variables clinicas y la
produccion basal de AMPc en membranas de hematies de los pacientes
cirréticos con HTP tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral:

4.1.1.1. Actividad basal:

Se ha evaluado la existencia de posibles correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc basales en membranas de hematies medidos tras 3 meses
de tratamiento con propranolol oral en los pacientes cirréticos. Los datos obtenidos se
recogen en las tablas 78 y 79.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.032 0.898
Peso -0.185 0.566
Presién enclavada 0.243 0.424
Presién libre -0.282 0.351
GPVH 0.312 0.291
Presion arterial sistélica -0.317 0.291
Presién arterial diastélica -0.366 0.219
Presién arterial media -0.417 0.157
Frecuencia cardiaca 0.217 0.476
Puntuacion Child 0.063 0.804
Leucocitos 0.185 0.463
Hemoglobina 0.146 0.563
Hematocrito 0.126 0.618
Plaquetas -0.039 0.877
GOT -0.056 0.826
GPT 0.026 0918
GGT 0.129 0.610
Fosfatasa alcalina -0.084 0.748
Creatinina 0.036 0.886
Glucosa -0.029 0.909
Alblimina -0.182 0.534
Bilirrubina 0.399 0.101
indice de Quick 0.027 0.916

Tabla 78. Andlisis del grado de correlacidn existente entre las variables clinicas cuantitativas y la produccién
de AMPc en membranas de hematies de los pacientes cirréticos con HTP tras 3 meses de tratamiento con
propranolol oral.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Sexo Masculino 39.6 +41.6 (12)
Femenino 33.4£29.9 (6) 1.000

Etiologia de la cirrosis Alcohol 41.3+45.2 (8)
Virus 47.01+£30.1(7) 0.536

Otras 52+4.0 (3)
Alcohol + virus 0) -

Consumo activo de alcohol Si 83.9£75.7 (2)
No 31.7+29.5(16) 0.261

B-blogueantes en el mes previo Si 27.6 £23.7 (8)
No 45.4 + 45.1 (10) 0.633

Nitritos en el mes previo Si 18.4 (1)
No 38.6+38.1(17) 0.889
Furosemida en el mes previo Si 20.0 (1)

No 38.5+38.2(17) 1.000

Espironolactona en el mes previo Si 18.4 +20.2 (5)
No 44.9+40.3 (13) 0.246

Lactulosa en el mes previo Si 19.2+1.1(2)

No 39.8 +39.1 (16) 0.837

Respuesta estudio hemodindmico Si 29.6 £ 32.8 (6)
No 41.9+45.6 (7) 0.445

Somatostatina Simple 36.3 +39.0 (4)
Doble 34.6 £22.9(2) 0.800

Transfusion Si 21.7+17.2 (6)
No 45.4 +42.6 (12) 0.494

Tabla 79. Produccién de AMPc ( X + Ds) en membranas de hematies en funcion de las variables clinicas
cualitativas evaluadas en los pacientes cirréticos tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral.

Una vez evaluada todas las variables clinicas, no se ha encontrado ninguna
correlacion con los niveles de AMPc medidos en las membranas de hematies.
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4.1.1.2. Tras el estimulo con isoproterenol 10 M:

También se ha evaluado la existencia de correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc en membranas de hematies tras el estimulo con
isoproterenol 10" M después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral. Los
resultados obtenidos se recogen en la tablas siguientes:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.112 0.648
Peso -0.313 0.323
Presién enclavada 0.395 0.162
Presién libre -0.173 0.554
GPVH 0.377 0.184
Presion arterial sistélica -0.178 0.543
Presién arterial diastdlica -0.039 0.896
Presién arterial media -0.136 0.643
Frecuencia cardiaca 0.246 0.396
Puntuacién Child 0.015 0.950
Leucocitos 0.176 0.471
Hemoglobina 0.241 0.320
Hematocrito 0.244 0.314
Plaguetas -0.002 0.994
GOT -0.033 0.894
GPT 0.111 0.652
GGT 0.190 0.435
Fosfatasa alcalina -0.059 0.815
Creatinina 0.106 0.665
Glucosa -0.102 0.676
Albimina -0.249 0.371
Bilirrubina 0.380 0.108
indice de Quick 0.036 0.883

Tabla 80. Analisis del grado de correlacion existente entre la produccion de AMPc en membranas de
hematies tras el estimulo con isoproterenol 10* My las variables clinicas en los pacientes cirréticos con HTP
tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P

Sexo Masculino 48.5+61.8 (13)
Femenino 53.7 £ 56.8 (6) 0.831

Etiologia de la cirrosis Alcohol 53.9+77.2(8)
Virus 60.5 + 46.2 (8) 0.382

Otras 126+ 11.1 (3)

Alcohol + virus -(0) -
Consumo activo de alcohol Si 132.5+141.0 (2)

No 405+41.1(17) 0.292

B-blogueantes en el mes previo Si 39.9+50.9 (8)
No 57.6 +65.2 (11) 0.442

Nitritos en el mes previo Si 18.4 (1)
No 51.9+59.9 (18) 0.842
Furosemida en el mes previo Si 0.8 (1)

No 52.9+59.2 (18) 0.211

Espironolactona en el mes previo Si 145+ 19.1 (5)
No 62.9 +63.2 (14) 0.044*

Lactulosa en el mes previo Si 9.6+125(2)
No 54.9+60.3 (17) 0.234

Respuesta estudio hemodindmico Si 31.4 +27.3 (6)
No 56.7 + 75.4 (8) 0.755

Somatostatina Simple 27.3+23.8(4)
Doble 32.3+19.6 (2) 1.000

Transfusién Si 27.6 £28.6 (7)
No 63.3+68.4 (12) 0.196

Tabla 81. Produccién de AMPc ( X + Ds) en membranas de hematies tras el estimulo con isoproterenol 10™
M en funcién de las variables clinicas cualitativas de los pacientes cirroticos tras 3 meses de tratamiento con
propranolol oral.* P < 0.05.

So6lo se ha encontrado una correlacién significativa entre el AMPc en membranas
de hematies y la toma o no de espironolactona en el mes previo al EH inicial. La
representacion grafica de la misma se muestra en la figura 97:
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Figura 97. Comparacién entre la produccion de AMPc en membranas de hematies tras el estimulo con
isoproterenol 10* M después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral y la toma o no de
espironolactona en el mes previo al EH inicial.

En este caso, los pacientes que estaban tomando espironolactona en el mes previo
poseen unos niveles de AMPc mas bajos que los que no lo estaban tomando.
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4.1.2. Analisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de respuesta al
isoproterenol 10 M (estimulo relativo del isoproterenol) y las variables clinicas y/o
demogréficas en los pacientes cirrdticos con HTP tras 3 meses de tratamiento con
propranolol oral:

Hemos analizado la existencia de posibles correlaciones entre diversas
caracteristicas de los pacientes y el incremento en la produccion de AMPc sobre la
actividad basal de la AC después de estimular con isoproterenol 10* M. Para ello, hemos
calculado el nimero de veces que se incrementa la produccion de AMPc tras el estimulo
con isoproterenol en relacién al valor de AMPc previo, es decir, antes del estimulo beta
(estimulo relativo del isoproterenol 10 M). En las tablas 82 y 83 se muestran los
resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre -0.155 0.769
Edad 0.053 0.836
Peso -0.165 0.609
Presién enclavada -0.011 0.971
Presién libre 0.573* 0.041*
GPVH -0.269 0.374
Presion arterial sistdlica 0.347 0.245
Presién arterial diastélica 0.529 0.063
Presién arterial media 0.529 0.063
Frecuencia cardiaca 0.042 0.892

Tabla 82. Andlisis del grado de correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol en
membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes cirréticos con HTP después de
3 meses de tratamiento con propranolol oral. * P < 0.05.
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Variable Estimulo relativo del isoproterenol) p

( X£Ds) (n)

Somatostatina Simple 1.0+1.0(4)
Doble 1.0+£0.1(2) 0.800

Sexo Masculino 20+£3.2(12)
Femenino 1.9+£1.0 (6) 0.180

Etiologia de la cirrosis Alcohol 2.3+39(8)
Virus 1.5+1.0(7) 0.694

Otras 20+0.9(3)

Alcohol + virus - (0) -

Consumo activo de alcohol Si 1.4+0.4(2)
No 2.0+ 2.8 (16) 0.732

B-bloqueantes en el mes previo Si 1.3+£0.8(8)
No 2.5+3.5(10) 0.762

Nitritos en el mes previo Si 1(1)
No 2.0+2.7 (17) 0.778
Furosemida en el mes previo Si 0.04 (1)

No 2.1+2.7(17) 0.111

Espironolactona en el mes previo Si 1.3+1.3(5)
No 2.2+3.0 (13) 0.387

Lactulosa en el mes previo Si 0.5+£0.7 (2)
No 2.1+ 2.7 (16) 0.157

Respuesta estudio hemodinamico Si 3.0+ 4.5 (6)
No 1.2+0.7 (7) 0.628

Tabla 83. Estimulo relativo del isoproterenol ( X + Ds) en funcién de las variables clinicas cualitativas en
los pacientes cirréticos con HTP después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral. * P < 0.05.

Cuando se evaluaron todas las variables, s6lo se encontraron diferencias
significativas entre el estimulo relativo del isoproterenol y la presion libre en los pacientes
cirroticos con HTP después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral. En la siguiente
figura se recoge dicha correlacion.
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Figura 98. Correlacion entre el estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies de pacientes
cirréticos con HTP y la presion libre después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral.

Como se puede observar en la figura, el estimulo relativo del isoproterenol es
independiente de los valores de presion libre.
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4.1.3. Analisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de bloqueo del
propranolol 10°M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas y/o
demogréficas en los pacientes cirrdticos con HTP tras 3 meses de tratamiento con
propanolol oral:

Hemos evaluado el descenso en la produccion de AMPc por parte de la AC en
membranas de hematies después de estimular con isoproterenol 10 M y bloquear con
propranolol 10° M. Para ello, hemos calculado el nimero de veces que disminuye la
produccion de AMPc tras el blogueo con propranolol 10° M en relacién al estimulo con el
isoproterenol 10 M (bloqueo relativo del propranolol) en membranas de hematies de

pacientes cirroticos con HTP. En la tabla 84 y 85 se muestran los resultados de estos
analisis.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre 0.757* 0.049*
Edad 0.071 0.778
Peso 0.526 0.097
Presién enclavada -0.042 0.892
Presién libre -0.350 0.241
GPVH 0.151 0.623
Presion arterial sistdlica -0.199 0.515
Presién arterial diastdlica -0.146 0.633
Presién arterial media -0.208 0.496
Frecuencia cardiaca -0.068 0.824

Tabla 84. Andlisis del grado de correlacidn existente entre el bloqueo relativo del propranolol y las variables

clinicas cuantitativas en los pacientes cirréticos con HTP después de 3 meses de tratamiento con propranolol
oral. * P < 0.05.
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Blogueo relativo del propranolol)

Variable ( X +Ds) (n) P

Somatostatina Simple 0.8+0.7(3)
Doble 13+£11(2) 0.800

Sexo Masculino 1.3+1.8(12)
Femenino 0.7 £0.6 (6) 0.682

Etiologia de la cirrosis Alcohol 1.6+2.1(8)
Virus 0.8+0.6 (7) 0.779

Otras 04+05(3)

Alcohol + virus - (0) -

Consumo activo de alcohol Si 0.8+£0.4(2)
No 1.1+£1.6(16) 0.837

B-blogueantes en el mes previo Si 1.7+2.1(8)
No 0.6 £ 0.5 (10) 0.203

Nitritos en el mes previo Si 2.1(1)
No 1.0+£1.5(17) 0.222
Furosemida en el mes previo Si 6.7 (1)

No 0.8+0.6 (17) 0.111

Espironolactona en el mes previo Si 2.1+£27(5)
No 0.7+0.5(13) 0.246

Lactulosa en el mes previo Si 4.4+33(2)
No 0.7 £ 0.5 (16) 0.013*

Respuesta estudio hemodindmico Si 0.7+ 0.6 (6)
No 1.6+24(7) 0.836

Tabla 85. Bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las variables
clinicas cualitativas en los pacientes cirrdticos con HTP tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral.
*P < 0.05.

Una vez evaluadas todas las variables, s6lo se encontraron correlaciones
significativas en los pacientes cirroticos tras 3 meses de tratamiento con propranolol entre
el blogueo relativo del propranolol y el nimero de bolsas de sangre que se les transfunden
a los pacientes durante el episodio de sangrado y la toma o no de lactulosa en el mes
previo al EH inicial. En las figuras 99 y 100 se representan dichas correlaciones:
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Bloqueo relativo del propranolol
w

R?=0,5737

Numero de bolsas de sangre

Figura 99. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranol en membranas de hematies de pacientes
cirréticos con HTP tras 3 meses de tratamiento con propranolol y el nimero de bolsas de sangre que se
transfundieron a los pacientes durante el episodio de sangrado.

Como se puede observar en la representacion, el bloqueo relativo del propranolol
es independiente del nimero de bolsas de sangre que se transfundieron a los pacientes
durante el episodio de sangrado.
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Bloqueo relativo del propranolol
w

24 o
a
a
14 B
[n]
3|
a
0+ B
_1 ) ) ) ) ) ) )
Si No

Lactulosa en el mes previo al EH inicial

Figura 100. Comparacion entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies de pacientes
cirréticos con HTP tras 3 meses de tratamiento con propranolol y la toma o no de lactulosa antes del EH
inicial.

Como se aprecia en la representacion, aunque el bloqueo relativo del propranolol es
dependiente de la toma de lactulosa, los datos son de baja relevancia dado el escaso
tamafio muestral en el grupo con lactulosa.
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4.1.4. Andlisis de los posibles cambios en las variables hemodinamicas tras 3
meses de tratamiento con propranolol oral en los pacientes cirréticos con
HTP:

Se han evaluado las posibles correlaciones entre los cambios inducidos por la
administracion prolongada por via oral de propranolol (3 meses) en las variables
hemodindmicas (GPVH, FC, PAS, PAD, PAM, PE y PL), entendidos como la diferencia
en los valores de dichas variables entre el EH cronico y después de un bolus iv de
propranolol, y los incrementos en los valores de AMPc tras someter a las muestras
sanguineas a un estimulo con isoproterenol 10 M en presencia y ausencia de propranolol
10° M.

En el caso de los pacientes cirréticos con HTP, ninguna de las correlaciones
evaluadas ha resultado significativa.

En la tabla 86 se recogen las correlaciones encontradas entre los valores de AMPc
y las variables clinicas en los pacientes cirréticos con HTP incluidos en el estudio tras la
administracion del bolus iv de propranolol.

Tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral

Relevancia de la

Pacientes cirroticos .
correlacién

AMPc sin estimulo - -

Espironolactona en el

AMPc tras isoproterenol 10 M )
mes previo

Relevante

Incremento en la produccién de
AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10 M PL Irrelevante
(Estimulo relativo del
isoproterenol)

Descenso en la produccién de
AMPc inducido por propranolol
10" M en presencia de
isoproterenol 10 M (Bloqueo
relativo del isoproterenol)

Bolsas de sangre
transfundidas Irrelevante
Lactulosa en el mes Irrelevante
previo al EH inicial

Cambios en las variables
hemodinamicas

Tabla 86 . Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las
variables clinicas en los pacientes cirréticos con HTP incluidos en el estudio tras 3 meses de tratamiento con
propranolol oral.
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4.2. PACIENTES DE PROFILAXIS PRIMARIA:

A diferencia de lo observado en el estudio inicial de este subgrupo (figura 31), a los
3 meses de tratamiento con propranolol (columnas en negro) se observé que la actividad
basal de la AC en membranas de hematies fue de 21.4 + 28.1 pmol AMPc/mg proteina/10
min, con un incremento significativo hasta 42.6 + 59.1 pmol AMPc/mg proteina/10 min
tras el estimulo con isoproterenol 10 M y a 48.7 + 95.6 pmol AMPc/mg proteina/10 min
cuando el propranolol 10™ M esté presente. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los 2 estudios. Los resultados se recogen en la figura 101:

n=14n=6 n=14n=6 n=13n=6
‘@ 250 4
i) *
>
=
£ 200
o
—
S 150
= *
-]
o
o 100 -
(@]
1=
~
© 50 4
IS
=
g 0
< Basal Isoproterenol 10* M Isoproterenol 10 M +
Propranolol 10° M
O EH inicial: condiciones basales I3 meses de tratamiento oral

Figura 101. Actividad de la AC en membranas de hematies de los pacientes de profilaxis primaria tras 3
meses de tratamiento con propranolol oral.* P < 0.05 comparado con la basal.

Para los pacientes de profilaxis primaria se calcularon los valores del estimulo
absoluto y relativo del isoproterenol 10* M y el bloqueo relativo y absoluto del
propranolol 10 M. Los resultados se recogen en la tabla 87 y también se indican los
resultados obtenidos antes de la administracion iv de propranolol con el fin de facilitar la
comparacion:
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Tras 3 meses de
EH inicial tratamiento con
propranolol

Profilaxis primaria  Profilaxis primaria

Estimulo relativo del isoproterenol 10 M 0.81 +1.36 (14) 2.57 +4.19 (6)
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 1.17 + 3.39 (13) -0.26 + 0.58 (6)
Estimulo absoluto del isoproterenol 10* M 33.07 + 53.05 (14) 21.12 + 32.10 (6)
Bloqueo absoluto del propranolol 10° M -13.57+ 32.25 (13) 6.09 + 45.79 (6)

Tabla 87. X + Ds (n) del estimulo relativo y absoluto para el isoproterenol y el blogqueo relativo y absoluto
para propranolol en membranas de hematies de pacientes de profilaxis primaria antes de la administracion iv
de propranolol y después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral. Tanto el estimulo relativo del
isoproterenol como el bloqueo relativo del propranolol se expresan en tanto por 1 mientras que el estimulo
absoluto del isoproterenal y el bloqueo absoluto del propranolol se expresan en pmol AMPc/mg proteina/10
min.

No se han encontrado diferencias significativas en los valores de las variables
anteriores entre el EH inicial y después de 3 meses de tratamiento continuado con
propranolol en las membranas de hematies de los pacientes de profilaxis primaria.

4.2.1. Anadlisis de las posibles correlaciones entre la actividad de la AC y las
caracteristicas de los pacientes de profilaxis primaria después de 3 meses de
tratamiento con propranolol oral:

4.2.1.1. Actividad basal:

Se ha evaluado la existencia de posibles correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc basales en membranas de hematies medidos tras 3 meses
de tratamiento con propranolol oral en los pacientes de profilaxis primaria. Los resultados
se recogen en las siguientes tablas:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.245 0.639
Peso 0.537 0.639
Presion enclavada -0.996 0.054
Presion libre 0.033 0.979
GPVH -0.632 0.564
Presion arterial sistélica -0.768 0.443
Presién arterial diastélica -0.058 0.963
Presion arterial media -0.890 0.302
Frecuencia cardiaca 0.869 0.330

Tabla 88. Analisis del grado de correlacién existente entre la produccion basal de AMPc en membranas de
hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis primaria tras 3 meses de
tratamiento con propranolol por via oral.
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Variable AMPc ( X + Ds) (n) P
Sexo Masculino 16.1+£26.4 (3)
Femenino 26.8£34.5(3) 0.400
Etiologia de la cirrosis Alcohol 23.6£32.4(2)
Virus 26.8+34.5(3) 0.800
Consumo activo de alcohol Si -(0)
No 21.4+28.1(6) -
B-bloqueantes en el mes previo Si 31.5+30.1(4)
No 1.3+£0.7(2) 0.267
Nitritos en el mes previo Si -(0)
No 21.4+28.1(6) -
Furosemida en el mes previo Si -(0)
No 21.4+28.1(6) -
Espironolactona en el mes previo Si 1.4+0.6 (2)
No 31.5+30.2 (4) 0.533
Lactulosa en el mes previo Si -(0)
No 21.4 +28.1 (6) -
Respuesta estudio hemodinamico Si 23.6+32.4(2)
No 12.4 (1) 1.000

Tabla 89. Produccién basal de AMPc ( X + Ds) en membranas de hematies en funcién de las variables
clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis primaria tras 3 meses de tratamiento con propranolol por

via oral.

Una vez evaluadas todas las variables, no se ha encontrado ninguna correlacion
significativa con los valores de AMPc basal tras 3 meses de tratamiento con propranolol

via oral.
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4.2.1.2. Tras el estimulo con isoproterenol 10 M:

También se ha evaluado la existencia de correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc en membranas de hematies tras el estimulo con
isoproterenol 10 M después de 3 meses de tratamiento con propranolol por via oral. Los
resultados obtenidos se recogen en las tablas 90 y 91:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.250 0.632
Peso -0.821 0.386
Presion enclavada -0.966 0.166
Presion libre 0.207 0.867
GPVH -0.758 0.452
Presion arterial sistélica -0.868 0.331
Presién arterial diastélica 0.118 0.925
Presion arterial media -0.956 0.190
Frecuencia cardiaca 0.769 0.442

Tabla 90. Analisis del grado de correlacion existente entre la produccion de AMPc en membranas de
hematies tras el estimulo con isoproterenol 10 M vy las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de
profilaxis primaria después de 3 meses de tratamiento con propranolol por via oral.

Variable AMPc basal ( X + Ds) (n) P
Sexo Masculino 28.6+41.0 (3)
Femenino 56.6 + 80.3 (3) 0.700
Etiologia de la cirrosis Alcohol 42.3+47.1(2)
Virus 56.6 + 80.3 (3) 1.000
Consumo activo de alcohol Si -(0)
No 42.6 £59.1 (6) -
B-blogueantes en el mes previo Si 60.0 + 67.8 (4)
No 76+21(2) 0.533
Nitritos en el mes previo Si -(0)
No 42.6 £59.1 (6) -
Furosemida en el mes previo Si -(0)
No 42.6 £59.1 (6) -
Espironolactona en el mes previo Si 35+3.6(2
No 62.1+65.5(4) 0.133
Lactulosa en el mes previo Si -(0)
No 42.6 £59.1 (6) -
Respuesta estudio hemodindmico Si 42.3+47.1(2)
No 14.4 (1) 1.000

Tabla 91. Produccién de AMPc en membranas de hematies tras el estimulo con isoproterenol 10* M ( X +
Ds) en funcién de las variables clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis primaria después de 3
meses de tratamiento con propranolol oral.
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No se ha encontrado ninguna correlacion significativa entre los valores de AMPc
tras el estimulo con isoproterenol 10* M en membranas de hematies y las variables
clinicas en los pacientes de profilaxis primaria tras 3 meses de tratamiento con propranolol
por via oral.

4.2.2. Andlisis de las posibles correlaciones entre la respuesta al isoproterenol
10" M (estimulo relativo del isoproterenol) y las variables clinicas y/o
demograficas en los pacientes de profilaxis primaria después de un
tratamiento con propranolol oral durante 3 meses:

Hemos evaluado el incremento en la produccion de AMPc en membranas de
hematies por parte de la AC después del estimulo con isoproterenol 10* M. Para ello,
hemos calculado el numero de veces que se incrementa la produccion de AMPc tras el
estimulo con isoproterenol en relacion al valor de AMPc previo, es decir, antes del
estimulo beta (estimulo relativo del isoproterenol). En la tabla 92 y 93 se muestran los
resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad 0.158 0.765
Peso -0.485 0.678
Presién enclavada 0.730 0.479
Presidn libre 0.721 0.488
GPVH -0.153 0.902
Presién arterial sistdlica 0.037 0.976
Presién arterial diastdlica 0.781 0.430
Presién arterial media 0.256 0.835
Frecuencia cardiaca -0.949 0.203

Tabla 92. Andlisis del grado de correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol en
membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis primaria después
de 3 meses de tratamiento con propranolol oral.
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Estimulo relativo del isoproterenol

Variable ( X +Ds) (n) P
Sexo Masculino 4.8+6.1(3)
Femenino 23+1.2(3) 1.000
Etiologia de la cirrosis Alcohol 6.8+7.3(2)
Virus 23+1.2(3) 0.800
Otras 1.0(1)
Alcohol + virus -(0) -
Consumo activo de alcohol Si -(0)
No 3.6+4.2(6) -
B-blogueantes en el mes previo Si 1.5+0.6 (4)
No 7.7+6.0(2) 0.133
Nitritos en el mes previo al estudio Si -(0)
No 3.6+4.2(6) -
Furosemida en el mes previo Si -(0)
No 3.6+4.2(6) -
Espironolactona en el mes previo Si 22+1.8(2)
No 42+51(4) 0.800
Lactulosa en el mes previo Si -(0)
No 3.6+4.2(6) -
Respuesta estudio hemodinamico Si 6.8+7.3(2)
No 1.2 (1) 0.667

Tabla 93. Estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las
variables clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis primaria después de 3 meses de tratamiento con
propranolol oral.

No se ha encontrado ninguna correlacién significativa entre el incremento en la
produccion de AMPc tras isoproterenol 10 M en membranas de hematies y las variables
clinicas evaluadas.
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4.2.3. Analisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de bloqueo del
propranolol 10° M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas
y/o demograficas en los pacientes de profilaxis primaria después de un
tratamiento con propranolol oral de 3 meses:

Hemos evaluado el descenso en la produccion de AMPc en membranas de hematies
por parte de la AC después del estimulo con isoproterenol 10* M y el bloqueo con
propranolol 10®° M. Para ello, hemos calculado el nimero de veces que disminuye el valor
de AMPc tras el blogueo con propranolol 10 M en relacién al AMPc tras el estimulo con
el isoproterenol 10* M (bloqueo relativo del propranolol). En las tablas 94 y 95 se
muestran los resultados de este analisis.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Edad -0.212 0.687
Peso 0.901 0.286
Presién enclavada -0.154 0.902
Presién libre -0.995 0.065
GPVH 0.729 0.480
Presién arterial sistdlica 0.587 0.601
Presion arterial diast6lica 1.000* 0.007*
Presién arterial media 0.394 0.742
Frecuencia cardiaca 0.554 0.626

Tabla 94. Analisis del grado de correlacion existente entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas
de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis primaria después de 3 meses
de tratamiento con propranolol oral.* P < 0.05.
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Variable Bloqueo relativo del propranolol p
( X£Ds) (n)
Sexo Masculino 0.5+£0.5(3)
Femenino 1.0£0.7 (3) 0.400
Etiologia de la cirrosis Alcohol 02+0.2(2)
Virus 1.0+£0.7 (3) 0.400
Otras 1.0(1)
Alcohol + virus -(0) -
Consumo activo de alcohol Si -(0)
No 0.7+ 0.6 (6) -
B-blogueantes en el mes previo Si 1.0+05(4)
No 02+0.1(2) 0.133
Nitritos en el mes previo Si -(0)
No 0.7+ 0.6 (6) -
Furosemida en el mes previo Si -(0)
No 0.7+ 0.6 (6) -
Espironolactona en el mes previo Si 0.6+0.5(2)
No 0.8+0.7 (4) 0.800
Lactulosa en el mes previo Si -(0)
No 0.7+ 0.6 (6) -
Respuesta estudio hemodindmico Si 0.2+£0.2(2)
No 1.0 (1) 0.667

Tabla 95. Bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las variables
clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis primaria después de 3 meses de tratamiento con
propranolol oral.

So6lo se ha encontrado una correlacién significativa entre el descenso en la
produccién de AMPc en membranas de hematies tras isoproterenol 10 M en presencia de
propranolol 10° M y la presion arterial diastélica. En la figura 102 se muestra una
representacion de esta correlacion:
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Figura 102. Correlacién entre el bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies y la presion
arterial diastdlica en los pacientes de profilaxis primaria tras 3 meses de tratamiento con propranolol por via
oral.

En este caso, existe una clara correlacion entre la capacidad de bloqueo por parte
del propranolol y la presién arterial diastolica, a pesar del escaso tamafio muestral. De
manera que, la capacidad de bloqueo por parte del propranolol sera mayor cuanto menor
sea el valor de presion arterial diastolica.

222



Resultados

4.2.4. Analisis de los posibles cambios en las variables hemodinamicas en los
pacientes de profilaxis primaria despues de 3 meses de tratamiento con
propranolol por via oral:

Se han evaluado las posibles correlaciones entre los cambios inducidos por la
administracion prolongada por via oral de propranolol (3 meses) en las variables
hemodinamicas (GPVH, FC, PAS, PAD, PAM, PE y PL), entendidos como la diferencia
en los valores de dichas variables entre el EH cronico y el EH inicial, y los incrementos en
los valores de AMPc tras someter a las muestras sanguineas a un estimulo con
isoproterenol 10 M en presencia y ausencia de propranolol 10° M.

La Unica correlacion encontrada en los pacientes de profilaxis primaria fue entre la
diferencia en las frecuencias cardiacas y el incremento en la produccion de AMPc inducido
por isoproterenol 10 M tras 3 meses de tratamiento con propranolol por via oral
(Coeficiente de correlacion de Pearson: 0.997; P = 0.046). Debido al escaso tamafio
muestral, esta correlacion debe tomarse con precaucion. En la figura 103 se representa
dicha correlacion.
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Figura 103. Correlacion entre las frecuencias cardiacas tras 3 meses de tratamiento con propranolol por via
oral y el EH inicial, y el incremento en la produccién de AMPc inducido por isoproterenol 10 M (estimulo
absoluto del isoproterenol) en membranas de hematies tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral en
los pacientes de profilaxis primaria.
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En la tabla 96 se resumen las correlaciones encontradas entre los valores de AMPc
y las variables clinicas en los pacientes de profilaxis primaria tras 3 meses de tratamiento
con propranolol por via oral.

Tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral
Relevancia
Profilaxis Primaria de la
correlacion
AMPCc sin estimulo - -
AMPc tras isoproterenol 10 M - -
Incremento en la produccién de
AMPc tras el estimulo con - -
isoproterenol 10 M
Descenso en la produccion de
AMPc !Sndumdo por pr(_)pranolol PAD Relevante
10™ M en presencia de
isoproterenol 10 M
Cambios en la FC y el incremento en
Cambios en las variables la produccion de AMPc inducido por
S . . 4 Relevante
hemodinamicas isoproterenol 10™ M tras 3 meses de
tratamiento con propranolol oral

Tabla 96. Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las
variables clinicas en los pacientes de profilaxis primaria tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral.
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4.3. PACIENTES DE PROFILAXIS SECUNDARIA:

En los pacientes de profilaxis secundaria, tras 3 meses de tratamiento con
propranolol (columnas en negro), se observo una actividad basal de la AC en membranas
de hematies de 45.5 + 39.7 pmol AMPc/mg proteina/10 min que se increment6 a 53.7 +
60.6 pmol AMPc/mg proteina/l0 min tras el estimulo con isoproterenol 10* M vy
disminuy6 a 33.6 + 36.9 pmol AMPc/mg proteina/10 min cuando el propranolol 10° M
esta presente. No se han encontrado diferencias significativas entre los valores de AMPc
de los pacientes de profilaxis secundaria medidos en el estudio inicial antes de la
administracion del bolus iv de propranolol y tras 3 meses de tratamiento con propranolol
via oral. Los resultados se muestran en la figura 104:

250 1 n=25n=12 n=26n=13 n=24n=13
200 -
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AMPc (pmol/mg proteina/10 minutos)
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Basal Isoproterenol 10*M  Isoproterenol 12'4 M+
Propranolol 10™ M

O EH inicial: condiciones basales |l 3 meses de tratamiento oral

Figura 104. Actividad de la AC en membranas de hematies en los pacientes de profilaxis secundaria tras 3 meses de
tratamiento con propranolol oral.

Para los pacientes de profilaxis secundaria los valores del estimulo absoluto y
relativo del isoproterenol 10 My el bloqueo relativo y absoluto del propranolol 10> M se
recogen en la tabla 97. También se indican los valores obtenidos en estos pacientes antes
de la administracion iv de propranolol.

Tras 3 meses de

EH inicial tratamiento con
propranolol
Profilaxis Profilaxis
secundaria secundaria
Estimulo relativo del isoproterenol 10 M -0.17 £ 0.42 (25) 0.09 +0.81 (12)
Bloqueo relativo del propranolol 10° M 1.43 +4.51 (24) 0.36 + 1.89 (12)

Estimulo absoluto del isoproterenol 10*M  -5.04 + 14.35 (25) -2.22 £ 17.67 (12)
Blogueo absoluto del propranolol 10 M 1.87 £21.43 (24) -9.38 £ 26.32 (12)

Tabla 97. X + Ds (n) del estimulo relativo y absoluto para el isoproterenol y el bloqueo relativo y absoluto
para propranolol en membranas de hematies de pacientes de profilaxis secundaria durante el EH inicial y
después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral. Tanto el estimulo relativo del isoproterenol como el
blogueo relativo del propranolol se expresan en tanto por 1 mientras que el estimulo absoluto del
isoproterenol y el bloqueo absoluto del propranolol se expresan en pmol AMPc/mg proteina/10 min.
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No se han encontrado diferencias significativas en los pacientes de profilaxis
secundaria entre el EH inicila y tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral para las
variables anteriormente indicadas.

También se comparon los valores de las variables anteriores entre los pacientes de
profilaxis primaria y secundaria despues de 3 meses de tratamiento con propranolol oral.
Los resultados se muestran en la tabla 98.

Tras 3 meses de tratamiento con
propranolol

Pacientes de Pacientes de

profilaxis primaria profilaxis
secundaria
Estimulo relativo del isoproterenol 10 M 2.57£4.19 (6) 0.09 £0.81 (12)*
Bloqueo relativo del propranolol 10° M -0.26 £+ 0.58 (6) 0.36 + 1.89 (12)
Estimulo absoluto del isoproterenol 10*M 21.12 + 32.10 (6) -2.22 £17.67 (12)
Bloqueo absoluto del propranolol 10° M 6.09 + 45.79 (6) -9.38 £+ 26.32 (12)

Tabla 98. X + Ds (n) del estimulo relativo y absoluto para el isoproterenol y el blogueo relativo y absoluto
para propranolol en membranas de hematies de pacientes de profilaxis primaria y secundaria tras 3 meses de
tratamiento con propranolol oral. * P < 0.05 comparado con los pacientes de profilaxis primaria.

Entre los pacientes de profilaxis primaria y secundaria solo se han observado
diferencias significativas en el estimulo relativo del isoproterenol 10°* M siendo
significativamente inferior en el caso de los pacientes de profilaxis secundaria. Para el
resto de variables, no se han encontrado diferencias entre los 2 subgrupos de pacientes tras
3 meses de tratamiento con propranolol oral.
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4.3.1. Andlisis de las posibles correlaciones entre la actividad de la AC vy las
caracteristicas de los pacientes de profilaxis secundaria después de 3 meses
de tratamiento con propranolol oral:

4.3.1.1. Actividad basal:

Se ha evaluado la existencia de posibles correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc basales medidos después de 3 meses de tratamiento con

propranolol via oral en los pacientes de profilaxis secundaria. Los resultados se recogen en
las tablas 99 y 100:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas sangre transfundidas 0.453 0.367
Edad -0.006 0.985
Peso -0.164 0.673
Presion enclavada 0.231 0.520
Presion libre -0.233 0.517
GPVH 0.288 0.420
Presion arterial sistélica -0.116 0.751
Presion arterial diastélica -0.314 0.376
Presion arterial media -0.351 0.320
Frecuencia cardiaca 0.317 0.372

Tabla 99. Analisis del grado de correlacién existente entre la produccion de AMPc basal en membranas de

hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis secundaria tras 3 meses de
tratamiento con propranolol por via oral.
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Variable AMPC ( X + Ds) (n) P

Somatostatina Simple 36.3+39.0 (4)
Doble 34.6 £22.9(2) 0.800

Sexo Masculino 47.4+43.9(9)
Femenino 40.0 £30.2 (3) 1.000

Etiologia de la cirrosis Alcohol 47.2 £49.8 (6)
Virus 62.2+17.4 (4) 0.352

Consumo activo de alcohol Si 83.9+75.7 (2)
No 37.9+30.0 (10) 0.364

B-blogueantes en el mes previo Si 23.7+19.1(4)
No 56.4 +£43.8 (8) 0.283

Nitritos en el mes previo Si 18.4 (1)
No 48.0 £40.7 (11) 0.667
Furosemida en el mes previo Si 20.0 (1)

No 47.9+40.8 (11) 0.833

Espironolactona en el mes previo Si 29.7+18.2(3)
No 50.8 £ 44.3 (9) 0.727

Lactulosa en el mes previo Si 19.2+1.1(2)
No 50.8 +41.8 (10) 0.485

Respuesta estudio hemodinamico Si 32.6+37.5(4)
No 46.8 + 47.8 (6) 0.610

Tabla 100. Produccién basal de AMPc en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las variables
clinicas cualitativas estudiadas en los pacientes de profilaxis secundaria tras 3 meses de tratamiento con

propranolol por via oral.

Una vez evaluadas todas las variables no se ha encontrado ninguna correlacion con
los valores basales de AMPc despues de 3 meses de tratamiento con propranolol por via

oral en los pacientes de profilaxis secundaria.
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4.3.1.2. Tras el estimulo con isoproterenol 10™ M:

Se ha buscado la existencia de posibles correlaciones entre las diferentes variables
clinicas y los valores de AMPc en membranas de hematies tras el estimulo con
isoproterenol 10 M después de 3 meses de tratamiento con propranolol por via oral en los
pacientes de profilaxis secundaria. Los resultados obtenidos se recogen en las tablas 101 y
102:

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas sangre transfundidas -0.293 0.524
Edad -0.070 0.821
Peso -0.327 0.391
Presion enclavada 0.443 0.172
Presion libre -0.179 0.599
GPVH 0.432 0.184
Presion arterial sist6lica 0.032 0.927
Presion arterial diastélica 0.051 0.882
Presion arterial media 0.051 0.882
Frecuencia cardiaca 0.295 0.378

Tabla 101. Andlisis del grado de correlacion existente entre la produccion de AMPc en membranas de
hematies tras el estimulo con isoproterenol 10 M vy las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de
profilaxis secundaria después de 3 meses de tratamiento con propranolol por via oral.

229



Resultados

Variable AMPC ( X + Ds) (n) P

Simple 27.3+23.8(4)
Somatostatina Doble 32.31£19.6 (2) 1.000

Sexo Masculino 54.5 +67.4 (10)
Femenino 50.9 £39.8 (3) 0.937

Etiologia de la cirrosis Alcohol 57.7 £ 88.4 (6)
Virus 62.9 £22.2 (5) 0.247

Consumo activo de alcohol Si 132.5+141.0 (2)

No 39.3+30.9(11) 0.410

B-blogueantes en el mes previo Si 19.8+19.1 (4)
No 68.7 £ 67.5(9) 0.076

Nitritos en el mes previo Si 18.4 (1)
No 56.6 + 62.4 (12) 0.615
Furosemida en el mes previo Si 0.81 (1)

No 58.1+61.1(12) 0.308

Espironolactona en el mes previo Si 21.8+22.9(3)
No 63.2 £ 66.0 (10) 0.217

Lactulosa en el mes previo Si 9.6+£125(2)
No 61.7 £ 62.8 (11) 0.154

Respuesta estudio hemodinamico Si 26.0 +20.0 (4)
No 62.8 £ 79.3 (7) 0.648

Tabla 102. Produccién de AMPc en membranas de hematies tras el estimulo con isoproterenol 10*M ( X +
Ds) en funcion de las variables clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis secundaria tras 3 meses de
tratamiento con propranolol por via oral.

Después de evaluar todas las variables, no se ha encontrado ninguna correlacién
con los valores de AMPc en membranas de hematies tras el estimulo con isoproterenol 10
M en los pacientes de profilaxis secundaria que llevan 3 meses de tratamiento con
propranolol via oral.
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4.3.2. Andlisis de las posibles correlaciones entre la respuesta al isoproterenol
10"M (estimulo relativo del isoproterenol) y las variables clinicas en los
pacientes de profilaxis secundaria después de 3 meses de tratamiento con
propranolol oral:

Hemos evaluado el incremento en la produccion de AMPc por parte de la AC en
membranas de hematies después de estimular con isoproterenol 10 M. Para ello, hemos
calculado el nimero de veces que se incrementa la produccion de AMPc tras el estimulo
con isoproterenol en relacion al valor de AMPc previo, es decir, antes del estimulo beta.
En la tabla 103 y 104 se muestran los resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre transfundidas -0.155 0.769
Edad 0.081 0.802
Peso -0.232 0.548
Presion enclavada 0.367 0.297
Presién libre 0.565 0.089
GPVH 0.055 0.881
Presion arterial sistélica 0.097 0.789
Presién arterial diastdlica -0.040 0.913
Presién arterial media 0.034 0.925
Frecuencia cardiaca -0.108 0.767

Tabla 103. Andlisis del grado de correlacion existente entre el estimulo relativo del isoproterenol en
membranas de hematies y las variables clinicas cuantitativas en los pacientes de profilaxis secundaria
después de 3 meses de tratamiento con propranolol oral.
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Estimulo relativo del isoproterenol

Variable ( X £ Ds) () P

Somatostatina Simple 1.0+£1.0(4)
Doble 1.0+ 0.1(2) 0.800

Sexo Masculino 1.0+0.8(9)
Femenino 1.6+£0.7 (3) 0.373

Etiologia de la cirrosis Alcohol 0.8+ 0.6 (6)
Virus 1.0+04 (4) 0.914

Otras 25102 (2)

Alcohol + virus - (0) -

Consumo activo de alcohol Si 1.4+0.4(2)
No 1.1+0.8 (10) 0.384

B-blogueantes en el mes previo Si 1.1+1.0(4)
No 1.2+0.8(8) 0.808

Nitritos en el mes previo al estudio Si 1.0(1)
No 1.2+0.8(11) 1.000
Furosemida en el mes previo Si 0.0 (1)

No 1.2+0.7 (1) 0.167

Espironolactona en el mes previo Si 0.6 +0.5(3)
No 1.3+£0.8(9) 0.282

Lactulosa en el mes previo Si 0.5+0.7 (2)
No 1.2 +£0.8 (10) 0.364

Respuesta estudio hemodindmico Si 1.1+1.1(4)
No 1.2+0.8 (6) 1.000

Tabla 104. Estimulo relativo del isoproterenol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las
variables clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis secundaria después de 3 meses de tratamiento
con propranolol oral.

No se ha encontrado ninguna correlacion significativa entre el incremento en la
produccién de AMPc en membranas de hematies tras isoproterenol 10 M vy las variables
clinicas evaluadas.
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4.3.3. Andlisis de las posibles correlaciones entre la capacidad de bloqueo del
propranolol 10° M (bloqueo relativo del propranolol) y las variables clinicas
en los pacientes de profilaxis secundaria después de 3 meses de tratamiento
con propranolol oral:

Hemos evaluado el descenso en la produccion de AMPc por parte de la AC en
membranas de hematies después del estimulo con isoproterenol 10 M y el blogueo con
propranolol 10™ M. Para ello, hemos calculado el niimero de veces que disminuye el valor
de AMPc tras el bloqueo con propranolol 10 M en relacién al AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10 M (bloqueo relativo del propranolol). En la tabla 105 y 106 se muestran
los resultados.

Variable Coeficiente correlacion Pearson P
Bolsas de sangre transfundidas 0.757* 0.049*
Edad 0.087 0.788
Peso 0.631 0.094
Presién enclavada -0.120 0.742
Presién libre -0.279 0.436
GPVH 0.048 0.896
Presion arterial sistolica -0.244 0.497
Presion arterial diastélica 0.029 0.937
Presién arterial media -0.128 0.725
Frecuencia cardiaca 0.004 0.992

Tabla 105. Analisis del grado de correlacion existente entre el bloqueo relativo del propranolol en
membranas de hematies y las variables clinicas en los pacientes de profilaxis secundaria después de 3 meses
de tratamiento con propranolol oral. * P < 0.05.
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Variable Bloqueo relativo del propranolol p
( X+ Ds) (n)
Somatostatina Simple 0.8+£0.7 (3)
Doble 1.3+1.1(2) 0.800
Sexo Masculino 1.6+2.0(9)
Femenino 0.4+0.4(3) 0.209
Etiologia de la cirrosis Alcohol 2.0+ 2.3 (6)
Virus 0.7+ 0.6 (4) 0.257
Otras 0.1+£0.1(2)
Alcohol + virus - -
Consumo activo de alcohol Si 0.8+£0.5(2)
No 1.4 +2.0(10) 1.000
B-blogueantes en el mes previo Si 24+31(4)
No 0.8+0.5(8) 0.683
Nitritos en el mes previo Si 2.1(1)
No 1.2+1.9(11) 0.333
Furosemida en el mes previo Si 6.7 (1)
No 0.8+ 0.6 (11) 0.167
Espironolactona en el mes previo Si 3.1+3.2(3)
No 0.7+0.5(9) 0.145
Lactulosa en el mes previo Si 4.4+33(2)
No 0.7 +0.5 (10) 0.030*
Respuesta estudio hemodindmico Si 0.9+0.6 (4)
No 1.7+ 2.6 (6) 0.762

Tabla 106. Bloqueo relativo del propranolol en membranas de hematies ( X + Ds) en funcién de las
variables clinicas cualitativas en los pacientes de profilaxis secundaria después de 3 meses de tratamiento
con propranolol oral. * P < 0.05.

De todas las variables evaluadas, se ha encontrado una correlacion significativa
entre el descenso en la produccién de AMPc tras el estimulo con isoproterenol 10 M en
presencia de propranolol 10° M vy la cantidad de bolsas de sangre utilizadas para la
transfusion y la administracion de lactulosa o no en el mes previo al estudio
hemodindmico.

En las figuras 105 y 106 se representan estas variables y su relacion con el
descenso en la produccién de AMPc en presencia de propranolol 10 M.
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Bloqueo relativo del propranolol
w

R2=0,5737

Numero de bolsas de sangre transfundidas

Figura 105. Correlacion entre el bloqueo relativo del propranolol y el ndmero de bolsas de sangre
transfundidas en los pacientes de profilaxis secundaria tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral.

En esta correlacion se observa que el numero de bolsas que se le transfundieron al
paciente durante el episodio de sangrado previo al EH incial, no influye sobre el bloqueo
relativo del propranolol.
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Bloqueo relativo del propranolol
w

2. m
a
14 B
a
a
0 B
_1 - - i} - - i} )
Si No

Lactulosa en el mes previo al EH inicial

Figura 106. Comparacion entre el bloqueo relativo del propanolol y la toma o no de lactulosa en el mes
previo al EH inicial en los pacientes de profilaxis secundaria tras 3 meses de tratamiento con propranolol
oral.
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4.3.4. Andlisis de los posibles cambios en las variables hemodinamicas tras 3
meses de tratamiento con propranolol oral en los pacientes de profilaxis
secundaria:

Se han evaluado las posibles correlaciones entre los cambios inducidos por la
administracion prolongada por via oral de propranolol (3 meses) en las variables
hemodinamicas (GPVH, FC, PAS, PAD, PAM, PE y PL), entendidos como la diferencia
en los valores de dichas variables entre el EH cronico y después de un bolus iv de
propranolol, y los incrementos en los valores de AMPc tras someter a las muestras
sanguineas a un estimulo con isoproterenol 10 M en presencia y ausencia de propranolol
10° M.

En los pacientes de profilaxis secundaria, la Gnica correlacion significativa que se
encontrd fue entre los cambios en las presiones arteriales sistolicas durante el EH crénico y
el EH inicial, y el incremento en la produccién de AMPc inducido por isoproterenol 10™
M en membranas de hematies después de 3 meses con propranolol oral (Coeficiente de
correlacion de Pearson: -0.644, P = 0.045). En la figura 107 se representa dicha
correlacion.
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Figura 107. Correlacion entre los cambios en las presiones arteriales sistdlicas tras 3 meses de tratamiento
con propranolol oral y el EH inicial, y el incremento en la producciéon de AMPc inducido por isoproterenol
10 M (estimulo absoluto del isoproterenol) en pacientes de profilaxis secundaria después de 3 meses de
tratamiento con propranolol.

En la tabla 107 se resumen las correlaciones encontradas entre los valores de

AMPc vy las variables clinicas en los pacientes de profilaxis secundaria tras 3 meses de
tratamiento con propranolol oral:
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Tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral

Relevancia de

Profilaxis Secundaria -
la correlacion

AMPc sin estimulo - -

AMPC tras isoproterenol 10 M - -

Incremento en la produccién de
AMPc tras el estimulo con - -
isoproterenol 10 M

Descenso en la produccion de
AMPc inducido por propranolol Bolsas de sangre transfundidas Irrelevante
10 M en presencia de Lactulosa en el mes previo Irrelevante
isoproterenol 10 M

Cambios en la PAS y el incremento

Cambios en las variables en la producciéon de AMPc inducido
hemodinamicas por isoproterenol 10 M tras 3 meses

de tratamiento con propranolol oral

Irrelevante

Tabla 107. Cuadro resumen de las correlaciones entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las
variables clinicas en los pacientes de profilaxis secundaria tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral.

En las tablas 108 y 109 se resumen las correlaciones encontradas entre la actividad
de la AC para los pacientes cirréticos con HTP participantes en el estudio.
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Situacion basal

Tras bolus iv de propranolol

Tras 3 meses con propranolol oral

Profilaxis 1"

Profilaxis 22"

Profilaxis 1"

Profilaxis 22"

Profilaxis 1"

Profilaxis 22"

PAS Edad PE
AMPc basal - i FC indice de Quick FC - -
Indice de Quick Fosfatasa alcalina
PAS
PAM
FC FC .
| G | focedequoc | Foiascalng : :
Indice de Quick Sexo
Consumo activo
alcohol
Incremento AMPc Espi
; spironolactona en
tras estimular con . - - - - -
isoproterenol 10* M MeJRIgS
Descenso AMPc tras
bloquear con PE
propranolol 10° M en - - - PAD PAD

presencia de
isoproterenol 10* M

Cambios en las
variables
hemodinamicas

Cambios en las
presiones libres con
el descenso en la
produccion de
AMPc inducido por
propranolol 10° M

Cambios en las
frecuencias
cardiacas con
incremento en la
produccion de
AMPc inducido
por isoproterenol
10" M

Tabla 108. Resumen con las correlaciones relevantes entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las variables clinicas en funcion de la profilaxis de los
pacientes. PAD: presién arterial diastélica, PAS: presion arterial sistélica, PAM: presién arterial media, FC: frecuencia cardiaca
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Antes del bolus iv
propranolol

Tras bolus iv de propranolol

Tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral

AMPc basal

Edad
PE
PL
Espironolactona en el mes previo al EH

AMPc tras isoproterenol 10™
M

Espironolactona en el mes previo al EH

Estimulo relativo del
isoproterenol

Blogueo relativo del
propranolol

Cambios en las variables
hemodinamicas

Tabla 109. Resumen de las correlaciones relevantes entre la actividad de la AC en membranas de hematies y las variables clinicas de los pacientes cirroticos con HTP.




Resultados

5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA DOPAMINA B-
HIDROXILASA:

En el estudio hemos determinado la actividad de la DBH en suero como un
indicador de la actividad del sistema nervioso simpatico en 21 sueros de controles sanos
procedentes del centro de transfusion de sangre de Alicante y en 14 pacientes cirroticos
con varices esofagicas e hipertension portal.

Los experimentos realizados muestran que los sueros de los controles sanos
presentaban una actividad de 29.3 + 11.0 Ul DBH y que este valor era significativamente
mayor (P = 0.001) al cuantificado en los pacientes cirrdticos con hipertension portal y
varices esofagicas (17.5 + 26.6 Ul DBH) (figura 108).
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Controles sanos Pacientes cirréticos

Figura 108. Actividad de la DBH sérica (Ul) en controles sanos y pacientes cirréticos. * P < 0.05.

Dentro del grupo de los pacientes, se evalu6 la actividad de la DBH en funcion del
tipo de profilaxis y se observd que los pacientes de profilaxis primaria presentaban una
actividad de 27.9 + 42.8 (n = 5) Ul DBH y los pacientes de profilaxis secundaria
mostraron una actividad de 11.7 + 11.1 (n = 9) Ul DBH, aunque estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas.

En la muestra de pacientes estudiados se aprecio la existencia de una relacion entre
la produccion de AMPc en las membranas de los hematies y la actividad de la DBH sérica.
Aquellos pacientes con una importante actividad de la AC tanto en condiciones basales
(figura 109) como después del estimulo con isoproterenol 10* M (figura 110) mostraban
valores de actividad de la DBH sérica relativamente bajos. También se observo que los
pacientes donde el incremento neto en la produccion de AMPc tras el estimulo con
isoproterenol 10 M era negativo (no se produce un aumento en la actividad de la AC tras
isoproterenol) poseen niveles de DBH séricos bajos en comparacién con los pacientes que
poseen un incremento positivo en la produccion de AMPc (figura 111), aunque estos
resultados deben tomarse con precaucion debido al escaso tamafio muestral.
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Figura 109. Correlacion entre la actividad de la DBH sérica (Ul DBH) y la produccion basal de AMPc en las
membranas aisladas de hematies en pacientes cirréticos.
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Figura 110. Correlacion entre la actividad de la DBH sérica (Ul DBH) y la formacion de AMPc ftras la
incubacion de las membranas de hematies con isoproterenol 10 M en pacientes cirroticos.
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Figura 111. Correlacion entre la actividad de la DBH sérica (Ul DBH) y el incremento neto en la produccion
de AMPc formado tras la incubacién de membranas de hematies con isoproterenol 10* M (n = 8) en

pacientes cirroticos.
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6. FACTORES HEMODINAMICOS RELACIONADOS CON
LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA NERVIOSO SIMPATICO:

Nuestro equipo valor6 la posible implicacién del SNA en el modelo de estudio
presentado. Para ello se evaluaron las posibles correlaciones entre los valores de AMPc en
las membranas de hematies de los pacientes y como indicador de la actividad del SNA se
estudiaron factores hemodinamicos que estan influidos por el SNA como la frecuencia
cardiaca y presion arterial sistdlica.

En el caso de los pacientes de profilaxis primaria no se encontraron correlaciones
significativas entre los valores deAMPc y la FC y/o PAS (figuras 112 y 113.).
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Figura 112. Correlacion entre los valores de AMPc en membranas de hematies y la presion arterial sistolica
en los pacientes de profilaxis primaria (P = 0.249).
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Figura 113. Correlacion entre los valores de AMPc en membranas de hematies y la frecuencia cardiaca en
pacientes de profilaxis primaria ( P = 0.333).

En el caso de los pacientes de profilaxis secundaria, las correlaciones entre el
AMPc y la FC y PA fueron significativas y se muestran en las figuras 114 y 115:
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Figura 114. Correlacion entre los valores de AMPc en membranas de hematies y la presion arterial sistolica
en pacientes deprofilaxis secundaria (P = 0.009).
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Figuras 115. Correlaciones entre los valores de AMPc en membranas de hematies y la frecuencia cardiaca
en los pacientes de profilaxis secundaria (P = 0.026).
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El sangrado por varices esofagicas constituye la complicacién mas comun vy letal
en pacientes con cirrosis e HTP (Burroughs y cols, 1991 y 1992; Sharara, 2001) con un
riesgo anual de sangrado del 33% (Groszman y cols, 1990; Sharara, 2001). Se origina
cuando la tension ejercida sobre las paredes delgadas de las varices sobrepasa el valor
critico de 12 mmHg (Polio y cols, 1986; Rigau y cols, 1989). Hasta un tercio de los
pacientes con varices sangrara durante los 2 primeros afios (Groszman y cols, 1990) y
aungue este sangrado inicial se detiene espontaneamente en el 60-70% de los casos, la
mortalidad inicial oscila entre un 30 y 70%. Los pacientes que sobreviven al primer
episodio de sangrado tienen un riesgo de resangrado del 80% a los 2 afios (Kennedy y
cols, 2002) y del 70% al afio (D" Amico y cols, 1995).

El tratamiento de eleccién en estos pacientes cirréticos con HTP son los
farmacos B-bloqueantes no selectivos (propranolol y nadolol) (Kennedy y cols, 2002;
Cheng y cols, 2003) puesto que disminuyen el riesgo de sangrado por varices al
disminuir la presion portal, la presion de las varices, el flujo sanguineo en la vena acigos
y también aumentan la tasa de supervivencia (Bosch y cols, 1985; Garcia-Pagan y cols,
1990; Feu y cols, 1991 y 1993; Hicken y cols, 2003). Los B-bloqueantes no selectivos
ejercen su accion por la combinacién de 2 efectos. Por un lado, el blogueo de los
receptores PB; a nivel cardiaco origina una reduccion en el gasto cardiaco con la
consiguiente disminucion de la presion arterial y la activacion simpatica refleja
provocando una vasoconstriccion esplacnica debida al estimulo de los receptores o
adrenérgicos. Por otro lado, el bloqueo de los receptores 3, favorece la vasoconstriccion
esplacnica en los vasos del territorio mesentérico y periférico por la eliminacion de la
vasodilatacion mediada por estos receptores (Hillon y cols, 1982; Lebrec y cols, 1982;
Lucay cols, 1995; Merli y cols, 2003).

Los pacientes tratados con B-bloqueantes no selectivos pueden responder o no
adecuadamente a estos farmacos. En la practica clinica, se considera a los pacientes
buenos respondedores cuando después de 3 meses de tratamiento oral con el antagonista
B-adrenérgico se produce una caida en el GPVH de un 20% respecto al valor basal o un
descenso por debajo de 12 mmHg, asociandose con una disminucion significativa del
riesgo de sangrado (Feu y cols, 1995). La realidad es que tan s6lo un 10-40% de los
pacientes con cirrosis hepatica, HTP y varices esofagicas son buenos respondedores al
tratamiento con B-blogqueantes (Feu y cols, 1995; Merkel y cols, 2000A; Sharara y cols,
2001) y que algunos autores cuestionan hoy en dia la medida del GPVH como un
indicador de la respuesta al tratamiento con antagonistas $-adrenérgico (Groszmann y
cols, 2004). En el 60-70% de los casos, se produce un descenso en la presion portal tras
la administracion del farmaco pero solo en el 10-30% de los pacientes desciende hasta
un 20% del valor basal (Sharara, 2001).

No se conocen las causas 0 mecanismos por los que los pacientes cirrdticos no
responden al tratamiento con p-bloqueantes aunque se han postulado factores
relacionados con el paciente (grado de dafio hepatico, tamafio de las varices, presencia
de marcas rojas en las mismas), factores farmacocinéticos (diferencias en la absorcion,
distribucion o un elevado efecto de primer paso) y farmacodindmicos como disminucién
en el nimero de receptores (Garcia-Pagan y cols, 1992), fendmenos de down-regulation
(Gerbes y cols, 1986) y polimorfismos genéticos (Dishy y cols, 2001).

Son muchos los trabajos en los que se ha evaluado la farmacocinética del
propranolol en pacientes cirroticos con el fin de conocer si ésta puede estar relacionada
con la respuesta al tratamiento con B-bloqueantes (Arthur y cols, 1985; Langner y cols,
1988; Cales y cols, 1989, 1993; Schepke y cols, 1999).

Caujolle y cols, (1988) y Calés y cols, (1989) no encontraron correlaciones
significativas entre la severidad de la cirrosis y los datos farmacocinéticos. En 1993
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estos autores sugirieron que la cinética estaba alterada en pacientes con cirrosis
alcohdlica e HTP puesto que se producia una reduccion en el aclaramiento en
comparacion con voluntarios sanos. Schepke y cols, (1999) encontraron un efecto
hemodinamico del propranolol altamente variable y, en el mismo sentido que los datos
de Cales y cols, no correlacionado con las concentraciones plasmaticas de propanolol.
Los resultados faramacocinéticos propuestos por los autores anteriores son
controvertidos y aunque no se hayan enconcontrado cambios farmacocinéticos
relevantes si se han observado cambios en la respuesta al tratamiento con p-
bloqueantes. Tampoco se encontré ningln estudio en el que con concentraciones bajas
de propranolol hubiera mayor sangrado de las varices esofagicas.

En cuanto a los factores farmacodinamicos, existen evidencias que apoyan
diferencias en el nimero de receptores en células mononucleares de sangre periférica
tanto en pacientes cirréticos con ascitis severa como en modelos de ratas cirréticas
puesto que, aungue no existen diferencias significativas entre los pacientes cirroticos y
los controles en cuanto a densidad y afinidad de los sitios de union para .-
adrenoceptores, si existe un nimero significativamente méas bajo de sitios de union por
célula en pacientes con ascitis severa gque en pacientes con ascitis moderada o sin ascitis
(Gerbes y cols, 1986). Por tanto, Gerbes y cols, (1986) propusieron que la regulacién a
la baja observada en los [-adrenoceptores podria influir sobre la respuesta
hemodindmica de los fA&rmacos p-bloqueantes. Por su parte, Garcia-Pagan y cols, (1992)
no encontraron relacién alguna entre la densidad, afinidad y nimero de f.-
adrenoceptores en linfocitos y la respuesta hemodinamica de pacientes con cirrosis
avanzada.

Dado que los fenémenos anteriores de down-regulation y de disminucion en el
namero de receptores no explican con claridad las causas por las que los pacientes no
responden al tratamiento con propranolol, nuestro equipo se planteo el estudio de este
fendmeno evaluando la funcionalidad de los receptores B.-adrenérgicos. Como modelo
de trabajo se utilizaron membranas de hematies de pacientes cirréticos con HTP puesto
que ya desde los afios 80, Brodde y cols, 1981 y 1987, y mas recientemente Dlusskaia y
cols, 1996, propusieron que las células sanguineas eran un modelo valido para el estudio
de receptores B,-adrenérgicos en humanos ya que contienen una poblacion homogéenea
de receptores B,-adrenérgicos acoplados al sistema adenilato ciclasa-AMPc (Horga y
cols, 2000). Por este motivo, y ante la dificultad de acceder a los vasos esplacnicos para
estudiar directamente la funcionalidad de los receptores (,-adrenérgicos nos planteamos
el empleo de hematies (Motulsky y cols, 1982) como sensores potenciales de lo que
acontece con los P.-adrenoceptores de los territorios vasculares en estos pacientes
cirréticos, a pesar de que no existen evidencias experimentales de que los cambios
funcionales y en nimero ocurran de forma simultanea y en la misma medida en los
receptores [-adrenérgicos de células circulantes y de las células de los vasos
esplacnicos.

Como indicador de esta funcionalidad se usé la produccion de AMPc en
respuesta a un estimulo adrenérgico con isoproterenol en presencia y ausencia de
propranolol. Previamente nuestro grupo habia confirmado la posibilidad de cuantificar
la actividad del sistema formado por el receptor B-adrenérgico-proteina G-AC en
membranas de hematies humanos maduros midiendo la produccién de AMPc en
respuesta a un estimulo p-adrenérgico en voluntarios sanos (Horga y cols, 2000).
Trabajos mas recientes han confirmado la utilidad de este sistema como modelo
experimental en hematies maduros humanos de pacientes con anemia falciforme (Hines
y cols, 2003) y en paludismo (Harrison y cols, 2003).
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Los diferentes elementos celulares sanguineos distintos de los eritrocitos como
las plaquetas (Knudsen y cols, 1996; Sgndergaard y cols, 1998; Geiger, 2001) y los
leucocitos (Vermeir y cols, 1993) pueden actuar como una fuente importante de aporte
de AMPc. En nuestras condiciones experimentales las posibles contaminaciones se
controlaron sometiendo las muestras a centrifugaciones y a un gradiente de Ficoll y
determinando el contenido celular de los pellets resultantes. En este sentido, el 99.82 %
de las células de la muestra analizada lo constituian hematies, el 0.0009 % linfocitos, el
0.09 % neutrdfilos, el 0.004 % eosindfilos y el 0.08 % plaquetas. A diferencia de los
trabajos anteriormente citados, en nuestras muestras la proporcion de plaquetas o
linfocitos remanente es de apenas 1 por cada 1000 hematies. Experimentos previos de
nuestro grupo y controles realizados en este estudio en el que se separaron los elementos
celulares utilizando un gradiente de Percoll en vez de Ficoll y por tanto, excluyendo
practicamente la presencia de cualquier otro elemento celular diferente de los hematies,
muestran una produccion basal similar. Por lo tanto, puede asumirse razonablemente
que el AMPc medido en nuestro estudio procede, en su mayor parte, de las membranas
de hematies.

Dado que el isoproterenol es un agonista no especifico de los receptores B
adrenérgicos, el efecto estimulante del mismo no podria atribuirse especificamente a
uno de los B-adrenoceptores. En las membranas de hematies se ha descrito la existencia
tanto de receptores B; como [, ambos acoplados al sistema de la AC aunque la
proporcion encontrada fue de 2 veces mas receptores [, que 1 (67/33) (Bree y cols,
1984). En un trabajo previo de nuestro grupo se demostré que el isoproterenol 10 M
provoca un estimulo en las membranas de los eritrocitos de voluntarios sanos que es
consecuencia de una activacion de los receptores (3, adrenérgicos, puesto que atenolol,
un antagonista selectivo de los receptores 1, no modificé el efecto del isoproterenol,
pero este efecto si se revirtié por la adicién del antagonista de los receptores 1y B2
adrenérgicos propranolol (Horga y cols, 2000). Por esta razon, asumimos que los
variaciones observadas se deben principalmente a cambios funcionales de los receptores
3, adrenérgicos.

Nuestros resultados muestran que la actividad funcional de los f.-
adrenoceptores y de la AC de membranas de hematies maduros de pacientes cirréticos
con HTP y varices esofagicas es diferente de la observada en voluntarios sanos. De
hecho, esta actividad es del orden de 4 veces superior en el caso de los pacientes
cirroticos en comparacion con los voluntarios sanos siendo estos datos compatibles con
resultados previos obtenidos en modelos animales de cirrosis e HTP (Bomzon y cols,
2001). Este hallazgo estaria en consonancia con observaciones previas (Cahill y cols,
1994) en arterias mesentéricas y hepaticas, y en aorta toracica de conejos hipertensos
sugiriendo la posible existencia de un paralelismo entre los cambios en el sistema
receptor B-adrenérgico/AC obtenidos en hematies y en lechos arteriales. Por tanto, es
razonable asumir que los eritrocitos adultos pueden ser considerados como un modelo
accesible para el estudio de la funcionalidad del receptor f/AC en humanos.

No se conocen cuales son los factores relacionados con este incremento en la
actividad de la AC aunque algunos autores han descrito una elevacion de segundos
mensajeros (AMPc) tras una estimulacion continua de los [3,-adrenoceptores en células
del masculo liso vascular por niveles elevados de catecolaminas (Henriksen y cols,
1994). Otros autores han propuesto que un incremento en la generacion de
prostaglandinas como respuesta al estrés en la circulacién portal podria incrementar el
nivel de AMPc ya que estimula la via de sefializacion del mismo a través de la
activacion de receptores como EP,, EP4 6 IP (Hamilton y cols, 1981; Hashizume y cols,
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1985; Sitzman y cols, 1991; Jeremy y cols, 1994; Pazos, 2003) y otra via de aumento de
AMPc podria deberse a los niveles plasmaticos de glucagén debido a su modo de accién
a través de un receptor acoplado a AMPc (Ohara y cols, 1993; Pak y cols, 1994).

Bomzon y cols, (2001) han descrito en modelos animales de cirrosis e HTP que
la vasodilatacion esplécnica caracteristica de esta enfermedad se asocia a un incremento
del AMPc en las celulas del musculo liso vascular. Todas estas observaciones serian
extrapolables a la situacion de los pacientes cirréticos ya que poseen niveles elevados de
catecolaminas plasmaticas (Ring-Larsen y cols, 1982; Gaudin y cols, 1989; Braillon y
cols, 1992; Garcia-Pagan y cols, 1999), de prostaciclinas (Tromm y cols, 1997), de
glucagon (Yoshida y cols, 1998; Feng y cols, 1999) y muestran una vasodilatacién
esplacnica marcada, pero exactamente el mecanismo implicado no se conoce.

Otro resultado a destacar de nuetro estudio es que existen 2 comportamientos
diferentes en los sistemas de la AC en las membranas de los hematies de los pacientes.
Por un lado, las membranas de los pacientes que nunca han sangrado (profilaxis
primaria) incrementan de manera significativa la actividad de la AC ante un estimulo
adrenérgico con isoproterenol y el propranolol es capaz de revertir este efecto,
quedando patente el componente 3 adrenérgico de dicho incremento. Este patron se
asemeja a lo observado en voluntario sanos. Por otro, las membranas de aquellos
pacientes que han sufrido algin episodio de sangrado previo (profilaxis secundaria), no
responden ante el agonista adrenérgico isoproterenol, a pesar de partir de una actividad
basal de la AC similar a la de los pacientes que no han sangrado.

Un posible motivo para que los pacientes de profilaxis secundaria no respondan
al isoproterenol podria ser la edad de los mismos ya que son significativamente mayores
que los de primaria y se tiene constancia de que la sensibilidad para responder al
isoproterenol disminuye conforme aumenta la edad (Davies y cols, 1996). Realizamos
un andlisis para ver las diferencias en los valores de AMPc de nuestros pacientes de
acuerdo con la edad y se observd que ésta no influia sobre los valores de AMPc aunque
no se puede descartar totalmente su participacion (ver resultados).

Otra posible explicacién de la diferencia entre ambos grupos de pacientes seria
el distinto tratamiento farmacoldgico recibido. Se tiene constancia de que la
somatostatina puede interferir sobre la actividad de la AC aunque existen datos
contradictorios sobre la magnitud y sentido de dicho efecto (Moser y cols, 1992 y 1993;
Reynaert y cols, 2003). A pesar que una parte de los pacientes del grupo de profilaxis
secundaria fueron tratados con somatostatina en los dias previos al estudio
hemodinamico, no se encontraron diferencias significativas en la respuesta al estimulo
con isoproterenol entre estos pacientes y los que no recibieron somatostatina. Asi pues,
el hecho de que los valores basales de AMPc sean similares en ambos grupos de
pacientes seria compatible con la no existencia de cambios en la actividad de la AC
inducidos agudamente por el episodio de sangrado y el tratamiento del mismo
(somatostatina, transfusiones, expansores del plasma...) (Moser y cols, 1992 y 1993;
Reynaert y cols, 2003).

También existen pacientes de profilaxis secundaria que habian recibido una
transfusion sanguinea para el control del sangrado por varices y parte de sus hematies
podian proceder de concentrados transfundidos alterando los resultados. Sin embargo,
no hubo diferencias significativas en los valores de AMPc entre aquellos pacientes que
fueron transfundidos y los que no. Estos datos sugieren que la actividad de la AC sufre
un cambio relacionado con la evolucion de la enfermedad que es “estable” durante el
proceso hemorragico y su tratamiento.

No se conoce si la falta de respuesta observada en algunos pacientes cirréticos
frente al isoproterenol o ante un tratamiento con antagonistas [ adrenérgicos esta
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asociada con algun tipo de polimorfismo genético. En este sentido, Evans y cols, (2003)
han revisado la existencia de polimorfismos de los receptores P.-adrenérgicos que
pueden alterar el proceso de transduccién de la sefial en estos receptores. Estos
polimorfismos son los constituidos por sustitucion de arginina por glicina en el codon
16 y por sustitucion de glutamina por acido glutdmico en el codén 27. Concretamente,
estos autores observaron que aquellos pacientes que eran homocigotos para arginina en
el codon 16 tenian una desensibilizacion casi completa después de una infusién
continua de isoproterenol con una dilatacion de las venas que decrecia desde una basal
de 44% a un 8% tras 90 minutos de infusion. Por el contrario, los pacientes que eran
homocigotos para glicina en el codén 16 no sufrian cambios en la dilatacion de las
venas, independientemente del estado del coddn 27. Por otro lado, los sujetos
homocigotos para el alelo del acido glutamico poseen una mayor dilatacion de las venas
en respuesta a isoproterenol que aquellos con el genotipo de glutamina en el codén 27,
independientemente del estado del codon 16 (Evans y cols, 2003). No sabemos si el
posible polimorfismo genético podria influir en la respuesta al tratamiento con (-
bloqueantes ni su relevancia puesto que no se ha evaluado siendo un campo interesante
para futuros estudios.

Antes que nosotros, otros autores han observado mediante aproximaciones
experimentales diferentes a la usada en este trabajo que la respuesta a isoproterenol
puede estar alterada en pacientes cirréticos. Ya en 1985, Lenz y cols observaron que la
respuesta a isoproterenol estaba disminuida cuando evaluaron la funcionalidad del
sistema nervioso autonémico en 11 pacientes con encefalopatia hepéatica en
comparacion con los controles. Ramond y cols, (1986) postularon que la respuesta -
adrenérgica a isoproterenol podia también estar alterada en pacientes con cirrosis
alcoholica; realizaron un estudio con 13 pacientes para evaluar la actividad nerviosa
simpética mediante el test del isoproterenol y observaron que la dosis de isoproterenol
requerida para incrementar la frecuencia cardiaca en 25 latidos/min (dosis cronotrdpica
25 0 CDys) era significativamente mayor en los pacientes que en los controles. Ademas,
encontraron que esta CDy estaba significativamente correlacionada con las
concentraciones plasmaticas de albimina, frecuencia cardiaca y presion venosa hepatica
enclavada. Puede excluirse que estos cambios se deban a alteraciones en el metabolismo
del isoproterenol ya que se ha descrito que la actividad de la catecol-O-metil-transferasa
(COMT) no esté alterada en pacientes con cirrosis (Keller y cols, 1984). Igualmente, en
estos estudios se excluyen todas aquellas causas que podian disminuir la respuesta a las
inyecciones de isoproterenol como asma (Cookson y cols, 1963), diabetes mellitus
(Cryer y cols, 1980), alteraciones tiroideas (Christensen y cols, 1979) o insuficiencia
pulmonar (Henriksen y cols, 1980). Sin embargo, otros autores han postulado que la
respuesta 3 a la administracion de isoproterenol no esta alterada en pacientes cirrdticos
en comparacién con la de los controles (Bierbrier y cols, 1994). Estos autores realizaron
un estudio para determinar la sensibilidad adrenérgica vascular en 9 pacientes cirroticos
y cuantificaron los cambios inducidos por fenilefrina e isoproterenol en la vena de la
mano dorsal. Los resultados mostraron que la vasoconstriccion mediada por fenilefrina
estaba significativamente reducida en pacientes cirréticos en comparacion con los
controles, hecho que confirma lo observado en modelos animales (Polio y cols, 1993;
Bomzon y cols, 1987). En contraste con los hallazgos de la respuesta a-adrenérgica, la
respuesta B-adrenérgica al isoproterenol permanecio inalterada en los pacientes
cirroticos. La posible discordancia entre los datos de Bierbrier y los de Ramond, puede
deberse a diferentes etiologias de la cirrosis, a la heterogeneidad de los grupos, a la
diferencia de edad con el grupo de referencia o control, etc. MacGilchrist y cols, (1991)
también postularon que la CD,, (dosis de agonista necesaria para incrementar la
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frecuencia cardiaca en 20 latidos/minuto) para isoproterenol era similar en pacientes
cirréticos y controles. Estos autores también encontraron que los pacientes cirréticos
muestran una respuesta atenuada a noradrenalina, a fenilefrina y a a-metilnorepinefrina.
Las diferencias con los grupos que postulan que existe atenuacion en la respuesta a
isoproterenol (Lenz y cols, 1985; Ramond y cols, 1986) podrian deberse a los métodos
utilizados para determinar la actividad simpatica. Asi por ejemplo, el grupo de Lenz y
cols, (1985) evalud la respuesta examinando las inyecciones de bolus individuales que
puede ser menos fiable que las dosis mdltiples utilizadas por MacGilchrist y cols.
También pueden ser debidas a la severidad de los pacientes participantes en los estudios
puesto que los trabajos de Lenz y los de Ramond se realizaron con un grupo de
pacientes cirréticos con enfermedad mas avanzada. Ademas, el grupo control estudiado
por Lenzer y cols fue considerablemente mas joven que el grupo cirrético y se sabe que
la sensibilidad al isoproterenol disminuye con la edad (Cookson y cols, 1963; Cryer y
cols, 1980). Maés recientemente, Laurent y cols, 2001, observaron en cardiomiocitos una
respuesta a isoproterenol disminuida a pesar de que no habia reduccion en la densidad
de receptores . Los datos de Lenz y cols, y los de Ramond y cols, estarian en
concordancia con lo observado en nuestro estudio puesto que los pacientes que no
responden al isoproterenol son aquellos con un grado de cirrosis mas avanzado puesto
que han sangrado (profilaxis secundaria) y porque estos pacientes poseen una edad
significativamente mayor que los pacientes de profilaxis primaria (Cookson y cols,
1963; Cryer y cols, 1980).

En diferentes modelos animales de cirrosis, la respuesta vascular también se
encuentra alterada. La primera demostracion de respuesta vascular atenuada en la
vasculatura periférica en un modelo animal de dafio hepético fue hecha por Bomzon y
cols en 1978. Mostraron una respuesta atenuada en la vasculatura muscular esquelética
a noradrenalina en mandriles con un conducto biliar ligado. Polio y cols, (1993)
evaluaron el efecto de la HTP y la edad sobre el estimulo adrenérgico evaluando la
respuesta a noradrenalina, propranolol y nitroglicerina en ratas de 3 y de 9 meses de
edad sometidas a una operacion ficticia y en ratas con hipertension portal. En el caso de
la noradrenalina, los autores observaron que la presién portal fue significativamente mas
baja en las ratas ancianas que en las ratas jovenes sometidas a una operacion ficticia. En
el caso del propranolol y nitroglicerina, observaron que la respuesta cardiovascular
esplacnica y sistémica mediada por el sistema nervioso simpatico estéa disminuida en las
ratas de 9 meses, comprometiendo por tanto los efectos hipotensores portales de estos
farmacos. El propranolol redujo significativamente la frecuencia cardiaca con 2 y 10
mg/kg peso; pero cuando se aumento la dosis, los animales mostraron bradicardia y este
efecto fue especialmente llamativo en las ratas de 9 meses de edad. En conejos con
hipertension portal prehepatica, se ha observado que la actividad basal de la AC era mas
baja en arteria mesentérica superior (22-26%) y en membranas de aorta toracia (31-
46%) que en conejos sin HTP, pero mayor en vena portal (178-321%) (Cahill y cols,
1994). Estos resultados serian compatibles con lo observado en pacientes cirroticos
donde se ha visto que las arterias hepaticas libres de endotelio obtenidas tras un
transplante son hiporeactivas a los agonistas o y B2 mientras que las venas portales son
hiporeactivas a o pero hiperreactivas a agonistas 3, adrenérgicos (Heller y cols, 1999).

Algunos autores proponen como hipoétesis para explicar esta respuesta vascular
atenuada, un defecto en el mecanismo de transduccion de la sefial del receptor (Murray
y Paller, 1985). Bomzon y cols, (1987) proporcionaron un soporte mayor para un
defecto post-receptor como base de la respuesta vascular atenuada en HTP. Utilizando
segmentos de aorta preparados de un modelo de rata de HTP, mostraron que la
respuesta vascular a NA esta asociada con el desarrollo de una incapacidad dependiente
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del tiempo para movilizar Ca®" intracelular. Estos autores observaron que la reactividad
vascular a noradrenalina estaba disminuida en el grupo de ratas con estenosis de la vena
porta parcial en comparacion con el grupo control. En contraste, se ha observado
normorespuesta vascular in vivo en perros con HTP y cirrosis (Bomzon y cols, 1993) y
en ratas (Bomzon y cols, 1992), asi como in vitro, utilizando vesiculas sanguineas
aisladas de diferentes modelos de cirrosis y/o HTP (Bomzon y cols, 1991; Lee y cols,
1995). Por tanto, la incapacidad del isoproterenol para producir activacion en la sefial de
AMPc en pacientes del grupo de profilaxis secundaria puede ser consecuencia de
cambios adaptativos en la produccién de AMPc después de una activacion continuada
por agonistas tal y como se ha descrito en ratas (Bomzon y cols, 2001).

En otro tipo de enfermedades como patologias cardiacas, esta bien documentado
que el incremento en la actividad de la AC debido a la infusion de isoproterenol también
estd disminuido (Bristow y cols, 1989) y que la actividad de la AC esta
significativamente reducida (Brodde y cols, 1998). Se cree que en este fendmeno estan
implicados procesos de down-regulation de los receptores [-adrenérgicos y
desacoplamiento, asi como incrementos en la expresion de Gi o defectos de la unidad
catalitica enzimética (Dzimiri y cols, 1999). Las observaciones de down-regulation
prolongada y descenso de la respuesta de la AC a la estimulacién por agonistas en
células aisladas sugieren que la reduccion en la actividad enzimatica es debida a una
adaptacion al incremento mantenido en la exposicion a la estimulacién adrenérgica
(Dzimiri y cols, 1999). También se ha descrito una reduccion en la actividad de la AC
cuando es estimulada por isoproterenol pero sin cambios en el ndmero de B-
adrenoceptores en pacientes con hipertension arterial (Dzimiri y cols, 1999) una
situaciéon asociada a un estado hiperadrenérgico crénico con niveles elevados de
catecolaminas plasmaticas y de AMPc (Mills y cols, 1994). En concordancia con esto,
Thornton y cols, (1988) han descrito que los pacientes con sangrado por varices
esofagicas reciente poseen niveles elevados de adrenalina, noradrenalina y metionina.

Autores como Schepke y cols, (2001) después de realizar un estudio con
segmentos de arterias hepaticas de 32 pacientes con cirrosis postularon que la causa de
hiporespuesta a algunos vasoconstrictores (angiotensina Il) en la cirrosis parece ser
debido a un fendomeno localizado en el receptor o en la interaccion de la proteina G al
receptor. En este sentido, Laurent y cols, (2001) utilizando un modelo de fallo
biventricular en perros mostraron que la respuesta al isoproterenol estaba disminuida a
pesar de que no habia reduccidon en la densidad de los receptores -adrenérgicos ni en la
generacion de AMPc mediada por estos receptores en membranas derivadas de
homogeneizados de cardiomiocitos alterados en comparacion con cardiomiocitos sanos.
La interpretacion méas simple de estos resultados fue que la respuesta contractil reducida
del isoproterenol estaba relacionada con alteraciones en los mecanismos de
acoplamiento de excitacion-contraccion y con la maquinaria contractil y, seria un
mecanismo alternativo que podria estar implicado en la limitada respuesta funcional de
los cardiomiocitos en respuesta a la estimulacion B-adrenérgica. Nuestros resultados
sugieren que los pacientes con cirrosis hepatica y varices esofagicas podrian tener
disminuida la capacidad funcional de los B-adrenoceptores, y que esta reduccion en la
capacidad funcional parece tener relacion con los mecanismos asociados a la evolucion
de estos pacientes, de tal modo que aquellos cuyos cambios conducen al desarrollo de
hemorragias presenta de modo paralelo una pérdida de capacidad de respuesta a los
estimulos B-adrenérgicos. No obstante, los andlisis realizados en este estudio no
permiten definir cuales de estos cambios adaptativos se correlacionan o asocian con la
pérdida de respuesta P-adrenérgica. En concordancia con estos trabajos, somos
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conscientes de la necesidad de realizar nuevos estudios en los que se identifique el nivel
en el que se producen dichos cambios (receptor, proteina G, AC).

Cuando se determiné la actividad de la AC después de la administracion del
bolus iv de propranolol, no se encontraron diferencias significativas en la actividad de la
misma antes y después de la administracion del bolus, ni en los pacientes de profilaxis
primaria ni en los de secundaria. Dado que el comportamiento de las membranas de los
pacientes ante el isoproterenol para ambos grupos de pacientes fue la misma que antes
de la administracién del bolus, no parece por tanto que el estrés agudo de la
administracion del bolus ni la dosis administrada de propranolol iv interfiera con la
respuesta al agonista adrenérgico isoproterenol de los receptores [3,-adrenérgicos.

Cuando se evalud la actividad de la AC en el conjunto de pacientes estudiados
tras 3 meses de tratamiento con propranolol oral, se obtuvieron unos valores de
actividad que no difieren de los datos medios obtenidos durante el estudio
hemodinamico inicial. Este hecho sugiere que la administracion prolongada de
propranolol por via oral no modifica la actividad de la AC. El andlisis individualizado
de estos cambios en cada paciente tampoco indicid diferencias relevantes después de 3
meses de tratamiento con propranolol oral.

Puesto que nuestros resultados apuntan a que la actividad basal de la AC en
pacientes cirréticos con varices esofagicas e HTP es significativamente superior a la de
controles sanos y ya que existen 2 tipos de comportamientos de este sistema ante un
agonista B-adrenéergico en funcion de si el paciente pertenece al grupo de profilaxis
primaria o secundaria, nos planteamos la posibilidad de que estos cambios se asociaran
a otras manifestaciones del SNS. Para ello se estudiaron 2 factores hemodindmicos
relacionados con la actividad del SNS. Por un lado, factores hemodindmicos como la
presion arterial y la frecuencia cardiaca y por otro cuantificando la actividad de la DBH.
En el primer caso, se observd que los valores de PA de los pacientes de profilaxis
primaria no guardan correlacion alguna con la actividad basal de la AC mientras que en
el caso de los pacientes de profilaxis secundaria se observo que cuanto mas bajas eran
las cifras de PAS, mayor era la actividad basal de AC. Igualmente, con la frecuencia
cardiaca se observo que no existia correlacion alguna para los pacientes de profilaxis
primaria mientras que en los de profilaxis secundaria cuanto menor era la frecuencia
cardiaca, mayor era la actividad de la AC. De forma global se aprecia que los pacientes
de profilaxis secundaria, que en su mayoria no responden al estimulo con isoproterenol,
muestran valores de frecuencia cardiaca y presion arterial sistdlica menores que los
pacientes de profilaxis primaria, acordes con un estado méas avanzado de la enfermedad,
y estos cambios hemodinamicos se asocian a un estado basal de mayor actividad de la
AC. Estos datos son sugestivos de que precisamente en los pacientes con mayor
evolucion de la enfermedad, se ha producido una pérdida de la capacidad funcional del
receptor . No conocemos cual es el mecanismo preciso por el que se incrementa la
actividad basal de la AC en los pacientes cirroticos comparado con controles pero
probablemente esté directa o inderectamente relacionado con procesos de regulacion
hemodindmicos.

En nuestro trabajo también hemos evaluado las posibles correlaciones entre las
variables clinicas y/o demogréaficas de los pacientes y los valores de AMPc que se
cuantifican en situacién basal, tras un estimulo con isoproterenol 10* M, cuando se
estudia la capacidad de estimulo por parte del isoproterenol y cuando se evalua la
capacidad de blogueo por parte del propanolol. Durante el EH inicial se ha observado
que existe una correlacion significativa en los pacientes de profilaxis primaria entre la
capacidad de incrementar la actividad de la AC por parte del isoproterenol y la toma o
no de espironolactona en el mes previo al EH. Se ha descrito que la aldosterona, la cual
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es inhibida a nivel del receptor de manera competitiva, estereoespecifica y reversible
por la espironolactona, es capaz de inducir un incremento en la actividad de la AC en
células de la musculatura lisa vascular (Christ y cols, 1999) pero desconocemos por qué
los pacientes que han recibido espironolactona en el mes previo son los que mas
incrementan la actividad de la AC ante un estimulo con isoproterenol. Una posibilidad
es que la aldosterona, con la retencion de Na' y liquido que produce, origine un
deterioro hemodindmico favoreciendo de forma refleja la activacion del SNS con la
consiguiente vasoconstriccion esplacnica, liberacion de catecolaminas y por tanto la
puesta en marcha de procesos de down-regulation. La espironolactona por tanto,
actuaria inhibiendo esta down-regulation de manera que aquellos pacientes que habian
tomado espironolactona en el mes previo tendrian mas capacidad para incrementar la
actividad de la AC tras un estimulo con isoproterenol.

En los pacientes en profilaxis secundaria, las correlaciones que se han observado
tienen que ver mas con parametros hemodindmicos como PAS, FC, PAM, etc. Estos
hechos, a pesar del escaso tamafio muestral, estarian de acuerdo con los de Gines y cols,
1993; Bataller y cols, 1997, puesto que en pacientes con cirrosis la existencia de
alteraciones severas en la circulacion sistémica se traducen en valores bajos de presion
arterial y una marcada activacion de los sistemas vasoconstrictores. En nuestro trabajo
los pacientes con sangrado por varices reciente son los que presentaban presiones
arteriales sistolicas menores, valores mas elevados de AMPc e incapacidad para
responder al isoproterenol.

En relacion al EH después de la administracion del bolus iv de propranolol,
hemos observado que en el grupo de pacientes cirroticos evaluados en su conjunto
existen correlaciones relevantes entre la actividad de la AC basal con variables como la
edad, PE, PL y espironolactona en el mes previo al EH. De manera que, aquellos
pacientes de edad méas avanzada (corresponden fundamentalmente al grupo de profilaxis
secundaria) presentan niveles mas altos de AMPc. También es importante destacar que
aquellos pacientes con valores elevados de AMPc poseen presiones enclavadas y libres
bajas. En los pacientes de profilaxis primaria, se han observado diferentes correlaciones
significativas pero destaca especialmente el hecho de los pacientes en los que la
disminucion en la presion libre es mayor, muestran una capacidad mayor del propanolol
de bloquear el estimulo del receptor 3 ejercido por el isoproterenol. Por otra parte, en el
caso de los pacientes de profilaxis secundaria, se han encontrado correlaciones
relevantes entre el grado de blogqueo in vitro del estimulo  por el propranolol y las
variaciones en la PE y la PAD observadas en los pacientes tras el bolus iv de
propanolol. Consideramos relevante el hecho de que la capacidad del propranolol de
actuar como antagonista en nuestro sistema experimental in vitro se relacione con la
capacidad del propranolol por via iv in vivo para reducir las cifras de PL y/o PE. El
verdadero significado y utilidad clinica de este hallazgo exige estudios diferentes a nivel
clinico y farmacodinamicos (capacidad de reversion del antagonista por concentraciones
crecientes de isoproterenol, cambios hemodinamicos con dosis distintas de
propranolol...).

Respecto a los resultados del EH cronico, no se han observado cambios en la
respuesta del sistema de la AC en comparacion con lo observado durante el EH inicial
lo que se asemeja a la respuesta clinica que tampoco difiere. Parece que existe un
paralelismo entre la evolucion clinica, el grado de evolucién hemodindmica y el
comportamiento de nuestro sistema experimental.

La otra forma de estudiar modificaciones del SNS fue mediante la cuantificacion
de la actividad de la DBH sérica puesto que, como numerosos autores han propuesto, es
un indicador mas estable y a mas largo plazo de la actividad simpatica que la
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cuantificacion de catecolaminas (Geffen, 1974; Schanberg, 1976). Para ello,
cuantificamos la actividad de la DBH en pacientes cirr6ticos y la comparamos con un
grupo control de voluntarios sanos. Los resultados obtenidos son discrepantes con los
escasos datos disponibles hasta la fecha en este campo con este tipo de pacientes
cirréticos, ya que Rabinowitz y cols (1979) encontraron que la actividad de la DBH no
estaba elevada de forma significativa en los pacientes con dafio hepéatico en
comparacion con los controles. Sin embargo, nuestros experimentos sugieren que la
actividad de la DBH en los pacientes cirroticos con hipertensién portal y varices
esofagicas es significativamente menor que la de los voluntarios sanos. La diferencia
con el otro estudio radica en que en nuestro estudio los pacientes cirréticos presentan
HTP y en el otro seguramente no. Por otro lado, nuestros resultados de actividad de la
DBH en voluntarios sanos estdn en perfecta concordancia con los descritos en la
literatura (Weinshilboum, 1978).

Se observd que existia una correlacion entre los niveles de AMPc basales, tras el
estimulo con isoproterenol y tras el bloqueo con propranolol, y la actividad de la DBH,
puesto que en las 3 situaciones, cuanto mas elevado era el valor de AMPc, menor era la
actividad de la DBH sérica, y viceversa, aunque en ninguno de los casos llegaron a ser
significativas estas correlaciones. Igualmente, hemos observado que los pacientes en los
que no se incrementa la produccién de AMPc tras el estimulo con isoproterenol, poseen
valores bajos de actividad de DBH mientras que los pacientes que si responden al
estimulo beta tienen valores mas altos de DBH. Estos datos sugieren que de la misma
manera que se producen cambios a nivel del receptor B en estos pacientes, se producen
cambios a otros marcadores del SNS como es el caso de la actividad sérica de DBH.

En conclusion, en este estudio se describe por primera vez la existencia de
cambios en la funcionalidad de los -adrenoceptores y el sistema receptor-proteina G-
AC en los pacientes cirréticos con HTP, dependientes del grado de evolucion de la
enfermedad. Existe un patron de comportamiento diferente en los pacientes de profilaxis
primaria y los de secundaria en cuanto a respuesta a isoproterenol se refiere. Las
correlaciones encontradas en los pacientes son sugestivas de una posible evolucién
paralela entre los cambios en la actividad de la AC en hematies maduros y los cambios
hemodinamicos que sufren los pacientes con HTP. Serian necesarios estudios futuros
con el fin de determinar en primer lugar si la técnica utilizada posee un valor
diagnostico o prondstico para la evaluacion de la situacion hemodinadmica del paciente y
su evolucion clinica; si son extrapolables los cambios observados en las membranas de
los hematies a la pared vascular de los pacientes cirrdticos; cual es la estructura
molecular implicada en las alteraciones observadas (receptor, proteina G, AC) y por
ultimo y mas importante, conocer cual seria el mecanismo fisiopatologico por el que se
originan todos los cambios observados.
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La actividad funcional de la AC en membranas de eritrocitos maduros de
pacientes cirr6ticos con varices esofagicas e hipertension portal es
significativamente superior a lo observado en voluntarios sanos.

Los valores basales de produccion de AMPc por parte de la AC son similares
entre los pacientes de profilaxis primaria y secundaria y significativamente
superior a los controles.

No existen cambios en la actividad de la AC inducidos por el episodio de
sangrado agudo y el tratamiento del mismo.

El patron de respuesta ante un agonista  adrenérgico como el isoproterenol en
los pacientes de profilaxis primaria es similar al de los voluntarios sanos y
totalmente diferente al de los pacientes de profilaxis secundaria.

Los pacientes de profilaxis secundaria no responden a un estimulo adrenérgico
con isoproterenol.

La administracion iv de propranolol, no modifica la actividad de la AC.

La actividad de la AC en el conjunto de pacientes estudiados tras 3 meses de
tratamiento con propranolol oral, no difiere significativamente de lo obtenido
durante el estudio hemodinamico inicial.

La actividad de la DBH sérica es significativamente inferior en los pacientes
cirréticos con HTP que en los sanos.
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