


























































































































































































































Material y método

paciente, o el diagnostico de cualquier tipo de tumor. Un hepatdlogo responsable
documento los datos clinicos y biologicos estandar en intervalos de seis meses
y se registraron todos los tratamientos iniciados al momento de la inclusion, asi

como cualquier modificacion durante el periodo de seguimiento.

Se recogieron variables de sexo, fecha de nacimiento, indice de masa
corporal (IMC), diagndstico de diabetes, consumo de alcohol o tabaquismo,
consumo de café, fecha de diagndstico de la cirrosis, etiologia de la cirrosis,
signos de hipertension portal y presencia de varices esofagicas o gastricas, asi
como el registro durante el periodo de observacion de todos los eventos clinicos
relevantes, incluidos episodios de ascitis, peritonitis bacteriana espontanea,
encefalopatia hepatica y hemorragia digestiva alta. Las variables hematoldgicas,
bioquimicas y de coagulacion se documentaron en cada visita médica. Los
pacientes con varices esofagicas grandes recibian tratamiento con
betabloqueantes como tratamiento de profilaxis primaria de hemorragia digestiva
alta. Los pacientes con contraindicaciones para el uso de betabloqueantes o
aguellos en los que no se redujo el gradiente de presién venosa hepéatica (GPVH)
tras la administracion intravenosa de propranolol en un estudio hemodinamico
fueron incluidos en un programa de ligadura endoscoépica con bandas. El
betabloqueante no selectivo utilizado en la mayoria de los pacientes fue el
propranolol, administrado dos veces al dia y las dosis se ajustaron segun la
frecuencia cardiaca, tensién arterial y la tolerancia del paciente. En el estudio,
los pacientes fueron clasificados segun estuvieran o no tratados cronicamente
con betabloqueantes y se analizaron las diferencias en la incidencia de CHC

entre los dos grupos.
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Asimismo, se registraron todos los casos de cancer, con una clasificacion
distintiva entre cancer hepético (carcinoma hepatocelular y colangiocarcinoma)
y cancer extrahepatico (incluyendo neoplasias linfoides, otras neoplasias

hematoldgicas, y canceres de tejidos soélidos).

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion
clinica del Hospital Universitario General Dr. Balmis, y se obtuvo el
consentimiento informado de todos los pacientes para su participacion en el

estudio, cuya copia se adjunta en anexos como documento suplementario 1.

Numero del estudio adjudicado por CEIC: P12014/055.
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Poblacidn estudiada:

Pacientes diagnosticados de cirrosis hepatica de cualquier etiologia sin
diagndstico previo de cancer en seguimiento por la unidad hepatica del Hospital
General Universitario Dr. Balmis, de Alicante, que fueron reclutados de forma
prospectiva entre enero de 2015 y mayo de 2017. En el momento de la inclusion,
a todos los pacientes se les realiz6 anamnesis, examen fisico, examenes de
laboratorio y pruebas de imagen, y aquellos que presentaron algun sintoma o
signo sospechoso de cancer fueron excluidos y se les realizé un examen médico

completo.

o Criterios de inclusion:
e Pacientes mayores de 18 afios con diagndéstico de cirrosis hepética
de cualquier etiologia.
e Posibilidad de seguimiento en programa de screening de
carcinoma hepatocelular.
e Firma de consentimiento informado.
o Criterios de exclusion:
e Diagnostico previo o sospecha de algun tipo de cancer.

e Trasplante hepético.

A continuacion, se detallan las variables recogidas a cada paciente en el

estudio.
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Variables del estudio:

Fecha de inclusion

Edad y Sexo

Etiologia de la cirrosis

Tension arterial y Frecuencia cardiaca

Consumo de alcohol:
Si (gramos de alcohol).
No

Consumo de tabaco:

Nunca fumadores.
Exfumadores.
Fumadores activos.

Infeccidn crénica por virus hepatotropos:
Infeccidn por VHB.
Infeccién por VHC.

Infeccién por VIH.

Descompensaciones de cirrosis (Fecha y nimero de episodios previos):
Ascitis o descompensacion hidrépica
Hemorragia digestiva alta
Encefalopatia hepatica
Peritonitis bacteriana espontanea.

Infeccidn y tipo de infeccion.

Funcién hepatica:
Child-Pugh.
MELD.

Pruebas diagndsticas:
Gastroscopia segun criterio médico recogiendo la presencia de VE, VG y GHP.
Fibroscan segun criterio médico.
Ecografia abdominal semestral.

Otras pruebas de imagen segun criterio médico.

Tratamientos activos:
Betabloqueantes y tipo.
Otros tratamientos activos.
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PARAMETROS Resultado PARAMETROS Resultado
Hematies (mill/ul) GOT (U
Hemoglobina (g/100ml) GPT (U/)

Hematocrito (%)

Fosfatasa alcalina
un

Plaguetas (mil/ul)

Gamma-GT (U/l)

Leucocitos (mil/ul)

Creatinina (mg/dl)

Neutrofilos (%)

Urea (mg/dL)

Linfocitos (%)

Glucosa (mg/dl)

Monocitos (%)

Sodio (meg/L)

Eosindfilos (%)

Potasio (meg/L)

Basofilos (%)

Colesterol (mg/dl)

Actividad de protrombina (%)

Albumina (g/dl)

INR

Proteinas totales (g/dl)

Alfa-fetoproteina

Bilirrubina total (mg/dl)

Triglicéridos (mg/dL)

Diagndstico de neoplasias:

Diagndstico de carcinoma hepatocelular.

Diagnéstico de otros tumores (tipo y localizacién).

Fin de seguimiento:
Diagndstico de cancer.
Exitus.
Trasplante hepatico.

Fin de seguimiento de estudio.
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Analisis estadistico:;

Las variables continuas se describieron estadisticamente mediante el uso
de la media y la desviacion estandar (DE), mientras que las variables categoricas
se caracterizaron en términos de recuentos absolutos y porcentajes.

Para evaluar las diferencias significativas entre los dos grupos de estudio, se
empleo la prueba t de Student para las variables continuas.

Adicionalmente, la prueba de Chi-cuadrado fue utilizada para analizar las
diferencias en variables categoricas entre los grupos.

Se realizaron dos analisis de los datos. El primero con seguimiento hasta
noviembre de 2021, evaluando la incidencia de cancer y los factores de riesgo
de los mismos. Y un segundo analisis con un seguimiento hasta diciembre de
2023, en el que se evaluo el efecto de los betabloqueantes sobre el riesgo de
desarrollo de cancer.

La incidencia de cancer en la cohorte analizada durante el periodo 2015-
2021 se determind calculando el cociente entre el nUmero de eventos de cancer
y el total de personas-afio en riesgo. Para la contextualizacion de los resultados,
se compararon las tasas de incidencia de cancer de la muestra del estudio con
las tasas reportadas para la poblacion general espafiola, empleando la razén de
incidencia estandarizada (SIR). Dicha medida se obtuvo dividiendo el nimero de
casos observados en el estudio entre los casos esperados, estos ultimos
derivados de las tasas de incidencia especificas por edad y sexo del Sistema
Europeo de Informacion sobre el Cancer 2020. La estratificacion de los afios-
persona en grupos de edad (50-69 afios y mayores de 70 afos), sexo y por cada
afo de estudio (2015-2021) permitio el ajuste adecuado para las variaciones en

las tasas de incidencia.
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Los intervalos de confianza (IC) del 95% para la SIR se calcularon
utilizando una distribucion de Poisson, y las tasas observadas fueron

consideradas significativamente distintas cuando el IC no abarcaba el uno.

Para investigar el tiempo desde la inclusion en el programa de vigilancia
hasta la aparicion de un cancer, sea este cualquier cancer, hepatico o
extrahepatico, se aplicaron métodos de analisis de supervivencia como el
Kaplan-Meier. Se utilizé las pruebas de log-rank y de Gehan-Breslow-Wilcoxon

para comparar las curvas de supervivencia.

El efecto de eventos competitivos como como la mortalidad o el trasplante
hepatico, se control6 mediante el calculo de la funcion de incidencia acumulada

(CIF).

Se estudié la relacion entre las variables demograficas y clinicas iniciales
y el desarrollo de cancer mediante modelos de regresion de riesgos
proporcionales, tanto univariable como multivariable (Cox), asi como el modelo
de riesgos de subdistribucién proporcional semiparamétrico ideado por Fine y
Gray. Este ultimo es particularmente relevante para evaluar riesgos en la

presencia de competidores.

En un analisis adicional, las covariables dependientes del tiempo, como
pardmetros analiticos, puntajes de Child-Pugh y MELD, antecedentes de
tabaquismo, presencia de varices esofagicas o0 gastricas, y tratamientos
farmacoldgicos cronicos, se incorporaron en un modelo de regresion de riesgos
proporcionales de Cox. Se realizaron analisis de subgrupos para explorar la

interaccidn entre el riesgo de cancer y las variables asociadas significativamente
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en los analisis de Fine-Gray y Cox. Las variables que mostraron un valor de p <
0,1 en los analisis univariantes fueron incluidas en el andlisis multivariable para

asegurar la inclusion de variables potencialmente importantes.

Todas las pruebas estadisticas implementadas fueron bilaterales, y se
consideraron resultados estadisticamente significativos aquellos con un valor de
p < 0,05. El software R (v4.3.0; R Core Team 2023) fue utilizado para ejecutar

todos los analisis.
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RESULTADOS:

Caracteristicas basales:

En el marco del programa de vigilancia del CHC, se evalu6 a un total de
239 pacientes desde enero de 2015 hasta junio de 2016. De estos, se incluy6 a
215 pacientes en el andlisis definitivo. La exclusion de participantes se debi6 a
varias razones: dieciséis pacientes no otorgaron su consentimiento informado
para participar, seis pacientes ya habian sido diagnosticados con algun tipo de
cancer, y dos no tenian un diagnéstico confirmado de cirrosis, segun lo ilustrado

en el siguiente diagrama de flujo de seleccion de los pacientes.

Diagrama de flujo de seleccién de los pacientes:

-

Pacientes inscritos en
el programa de
vigilancia de CHC
desde enero de 2015
hasta junio de 2016

(N=239)
’ y . [ Pacientes no
Reclutamiento > dispuestos a participar
2 { (N=16)
Y

Pacientes dispuestos a
participar
(N=223)

.

Excluidos al inicio (N=8)

Diagndstico de cancer
en el momento de la
inclusion en el estudio

Y (N=6)
Pacientes incluidos No Filagnostlco de
(N=215) | cirrosis (N=2)
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La poblacion del estudio estuvo compuesta predominantemente por
hombres, representando el 68,4% del total, con una edad media de 61 afos. La
cirrosis hepatica en esta cohorte tenia diversas etiologias. La causa mas
frecuente fue el consumo excesivo de alcohol, responsable del 38,1% de los
casos. Las infecciones por el virus de la hepatitis B o C representaron
conjuntamente el 35,8%, y un 9,3% de los pacientes tenia coinfeccién por ambos
virus. Otras causas fueron menos comunes, abarcando el 16,7% de los casos:
el 3% presentaba cirrosis biliar primaria, el 2% cirrosis autoinmune, el 4%
esteatohepatitis asociada a disfuncion metabdlica, el 2% inducida por farmacos,

y un 5,7% de origen desconocido.

El consumo de tabaco también fue relevante en esta poblacion, con el
60% de los pacientes clasificados como fumadores actuales o exfumadores.
Ademas, un 38,6% de los participantes presentaban diabetes tipo 2, lo que

denota un importante componente de comorbilidad asociada.

Los pacientes fueron seguidos durante una mediana de 4,5 afios con un
rango intercuartil [RIC] de 2,5 a 5,1 afios, garantizando un periodo de
observacion suficiente para evaluar la progresion de la enfermedad y el
desarrollo de eventos clinicos significativos. En el inicio del estudio, no faltaron
datos, reflejando un alto nivel de integridad y calidad del conjunto de datos.
Durante el seguimiento, menos del 2% de los resultados de laboratorio
estuvieron ausentes. Estos datos incompletos no fueron imputados ni incluidos
en el analisis de variacion temporal, asegurando asi que las conclusiones
derivadas no fueran sesgadas por estimaciones inexactas o reconstruccion de

datos.
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La Tabla 2 resume las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas

de la cohorte de pacientes estudiada.

Tabla 2 Caracteristicas basales de los pacientes (N = 215).

Variable

Edad, media + SD
Sexo, n (%)
Hombre
Mujer
Etiologia de cirrosis, n (%)
Alcohol
Virus
Alcohol + Virus
Otras
Historia de complicaciones cirrosis, n (%)
Ascitis
Encefalopatia
HDA
Child-Pugh score, n (%)
A
B
C
MELD score, media + SD
Varices, n (%)
Diabetes, n (%)
Fumadores, n (%)
Nunca fumadores
Fumadores
Exfumadores
Medicacién cronica, n (%)

Beta-bloqueantes

87

60.9+9.3

147 (68.4)
68 (31.6)

82 (38.1)
77 (35.8)
20 (9.3)

36 (16.7)

77 (35.8)
15 (7.0)
39 (18.1)

175 (81.4)
33 (15.3)
7 (3.3)
9.6 + 3.4
125 (58.1)
83 (38.6)

86 (40.0)
65 (30.2)

64 (29.8)

57 (26.5)
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Variable
Inhibidor de bomba de protones. 72 (33.5)
Descontaminacion intestinal selectiva 8 (3.7)
Diuréticos 71 (33.0)
Lactulosa 18 (8.4)
Estatinas 27 (12.6)
Metformina 32 (14.9)

Datos analiticos, media £+ SD
Gloébulos rojos (x10%?/L) 4.4 +0.7
Hemoglobina (g/dL) 13.3+2.2
Hematocrito (%) 405+6.2
Plaquetas (x10°/L) 125.0 £59.3
Leucocitos (x10°%/L) 5.6 +2.2
INR 1.3+04
Alfa-fetoproteina (ng/mL) 5.7+19.0
Albumina (g/dL) 3.7+0.6
GOT (IU/L) 40.5+ 34.5
GPT (IU/L) 29.8 +22.2
FA (IU/L) 107.8 + 62.8
GGT (IU/L) 111.3 £196.0
Creatinina (mg/dL) 09+0.3
Urea (mg/dL) 33.4+15.9
Glucosa (mg/dL) 115.1 £38.5
Sodio (mmol/L) 140.2+2.9
Potasio (mmol/L) 44 +0.5
Colesterol (mg/dL) 162.7 £ 39.8
Bilirrubina (mg/dL) 1.2+1.1

HDA: Hemorragia digestiva alta; MELD: Modelo de enfermedad hepatica terminal; INR: indice
internacional normalizado. GGT, gamma-glutamil transferasa; GOT: glutdmico oxalacetica
transaminasa; GPT: glutdmico pirdvica transaminasa; FA: Fosfatasa alcalina; GGT: Gamma
glutamil transferasa; SD: Desviacion estandar.
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Riesgo de cancer:

El seguimiento de los pacientes se extendio desde la fecha de inclusion
en el programa de vigilancia del CHC hasta la fecha de muerte, trasplante
hepatico o hasta el diagnostico de cancer o el fin del primer periodo de
seguimiento en noviembre de 2021, tomando en cuenta el primer evento que

ocurriera.

A lo largo de este periodo, en un total de 820 personas-afio de
seguimiento, se diagnosticaron 39 casos de céncer. Este nimero contrasta
significativamente con los 3,3 casos esperados segun las tasas estandar de
incidencia en la poblacion general, resultando en una Razén de Incidencia
Estandarizada (SIR) de 11,7 (Intervalo de Confianza del 95%: 8,6-16,1), como
se detalla en la Tabla 3. Este elevado SIR indica un riesgo de céncer
significativamente superior en la cohorte estudiada en comparacion con la

poblacion general.

El andlisis por subgrupos revel6 que la SIR elevada se mantuvo tanto en
hombres como en mujeres de la cohorte, asi como en los grupos de edades entre
50 a 69 afios y en aquellos de 70 afios 0 mas. En contraste, no se observaron

casos de cancer en pacientes menores de 50 afios.

En cuanto a la tipologia del cancer, el carcinoma hepatocelular predominé,
comprendiendo el 56% de todos los canceres diagnosticados (20 casos de CHC
y 2 casos de colangiocarcinoma). Los canceres extrahepaticos representaron el

44% restante de los diagnosticos. Dentro de esta categoria, el cancer colorrectal
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fue el més prevalente,

sobresaliendo entre otros

extrahepéticos, como se refleja en la Tabla 4.

Resultados

tipos de canceres

Tabla 3: NUmeros observados y esperados de cancer y razon de incidencia

estandarizada (SIR) para cancer en 215 pacientes con cirrosis (820 afios-

persona).
Observado Esperado | SIR (95% CI)
Cualquier Cancer Céancer Cualquier
cancer hepatico extrahepatico | cancer
Todos los 39 22 17 3,3 11.7 (8.6—
pacientes 16.1)
Hombres 12.2 (8.5-
29 17 12 2.4 17.6)
Mujeres 10.5 (5.6—
10 5 5 1 19.5)
Edad 50-69 14.1 (9.8-
afios 29 18 11 2.1 20.2)
Edad = 70 afios | 10 4 6 1.2 8.0 (4.3-15.0)

Tabla 4: Canceres extrahepaticos diagnosticados en pacientes (N = 215)

con cirrosis durante 820 afios-persona de seguimiento.

Tipo de cancer

Colorrectal

Gastroesofagico

N (%)
5 (29%)

2 (11.8%)

Pancreatico
Orofaringeo
Pulmon
Linfoma
Prostata
Melanoma
Total

2 (11.8%)
2 (11.8%)
2 (11.8%)
2 (11.8%)
1 (5.9%)

1 (5.9%)

17 (100%)




Resultados

Analisis de Riesgos Competitivos:

Durante el periodo de seguimiento, un total de 10 pacientes (4,6%) fueron
censurados debido a que requirieron trasplante de higado, mientras que 34
pacientes (15,8%) fueron censurados debido a su muerte. Las causas de muerte

entre estos pacientes fueron variadas y se distribuyeron de la siguiente manera:

insuficiencia hepética (N = 10), neoplasias malignas extrahepéticas (N = 8),

hemorragia gastrointestinal (N = 5), enfermedades cardiovasculares (N = 5),
infecciones graves (N = 4), carcinoma hepatocelular (N = 1) y otras causas no

relacionadas con el higado (N = 1).

La Figura 4 ilustra la Funcién de Incidencia Acumulada (CIF) para varios
eventos, como la muerte y el trasplante de higado, todos los tipos de céncer,
cancer de higado, y cancer extrahepético. La incidencia acumulada de muerte y
trasplante de higado se calcul6 en distintos puntos temporales y fue del 4,4% al
cabo de 1 afio, 6,9% a los 2 afos, 9,5% a los 3 afos, 12,7% a los 4 ainos, 16,9%

a los 5 afios y alcanz6 el 18,9% a los 6 afios.

Estas cifras muestran una tendencia similar a la incidencia acumulada de
desarrollo de cualquier cancer, que fue del 3,9% al cabo de 1 afio, 6,4% a los 2
afnos, 11,1% a los 3 afios, 14,3% a los 4 afos, 19,2% a los 5 aflos y 23,3% a los
6 aflos, como se muestra en la Figura 4A. Cuando se analiza por separado, tanto
el cancer de higado como el cancer extrahepatico mostraron incidencias
acumuladas menores y comparables: el cancer de higado present6 un 2,4% al
ano, llegando al 14,0% a los 6 afios; el cancer extrahepatico mostré una
incidencia acumulada del 1,5% al afio, alcanzando un 9,3% a los 6 afios, lo que

gueda representado en la Figura 4B.
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Figura 4: A) Funcion de incidencia acumulada para muerte y trasplante de
higado (Death + LTx) y todos los canceres. B) Funcion de incidencia
acumulada para muerte y trasplante de higado (Death + LTx), cancer de

higado (liver cancer) y cancer extrahepéatico (extrahepatic cancer).
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Predictores de riesgo general de cancer:

Se llevaron a cabo analisis estadisticos univariante y multivariante
utilizando los modelos de Fine-Gray y Cox para investigar las asociaciones entre
los predictores basales y el desarrollo de cualquier tipo de cancer (Tabla

Complementaria 1). Estos modelos permitieron ajustar los efectos de diversas

covariables y evaluar su impacto sobre la incidencia de cancer en la cohorte.

El tabaquismo se mostr6 como la Unica variable con una asociacion
significativa con el riesgo acumulado de desarrollar cualquier cancer. En el
analisis con el modelo de Fine-Gray, se observé que la subdistribution Hazard
Ratio (SHR) para fumadores actuales fue de 3,14 (Intervalo de Confianza del
95%: 1,33-7,38), mientras que para los exfumadores fue de 2,54 (IC del 95%:
1,08-5,98) como se ilustra en la Tabla 5. Esto indica que tanto los fumadores
actuales como los exfumadores tienen un riesgo notablemente mayor de

desarrollar cancer en comparacion con los que nunca han fumado.

La Funcién de Incidencia Acumulada (CIF) para cancer en fumadores
actuales y exfumadores fue significativamente superior a la CIF combinada de
muerte mas trasplante de higado después de 2 afios de seguimiento,
subrayando el efecto pronunciado del tabaquismo en este ambito. Por otro lado,
en los individuos no fumadores, el CIF para muerte mas trasplante de higado fue
superior al de cancer a lo largo de todo el seguimiento, como se ilustra en la
Figura 5.

En el analisis de regresion de Cox multivariable, el tabaquismo continué
siendo el unico predictor significativamente asociado con la aparicion de algun

tipo de cancer. Los fumadores actuales presentaron un cociente de riesgos
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instantaneos (HR) de 3,40 (IC del 95%: 1,45-7,94) y los exfumadores un HR de

2,58 (IC del 95%: 1,09-6,12) (Tabla Complementaria 1). Estos resultados se

mantuvieron tras incluir variables cambiantes en el tiempo en el modelo de Cox,
apoyando la conclusion de que el tabaquismo es un fuerte factor de riesgo

independiente para el desarrollo de cancer (Tabla Complementaria 2).

Tabla 5 Analisis multivariable de Fine-Gray de los predictores iniciales de

laincidencia acumulada de resultados.

Variable resultado Variable explicativa SHR (95% CI) P valor
Tabaco
Todos los canceres Nunca fumadores Referencia
Fumadores 3.14 (1.33-7.38) | 0.009
Exfumadores 2.54 (1.08-5.98) | 0.033
Etiologia
No virus Referencia
Virus 4.25 (1.76-10.30) | 0.001
Tabaco
Cancer hepatico Nunca fumadores Referencia
Fumadores 2.59 (0.78-8.58) |0.12
Exfumadores 4.14 (1.38-12.42) | 0.011
Child-Pugh score?
A Referencia
B+C 2.55 (1.17-5.56) |0.019
Tabaco
Cancer Nunca fumadores Referencia
extrahepatico
Fumadores 3.04 (0.91-10.14) | 0.045
Exfumadores 1.69 (0.46-6.22) | 0.37

SHR: razo6n de riesgo de subdistribucién derivada de los anélisis de Fine y Gray; IC: intervalo
de confianza.

Se realizé un analisis de Fine-Gray para evaluar el resultado del cancer con muerte-trasplante
de higado como evento competitivo. a Debido al pequefio nUmero de pacientes con una
puntuacion Child-Pugh inicial C (n = 7), las categorias B y C se agruparon en una sola
categoria para el andlisis de regresion.
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Figura 5: Funcion de incidencia acumulada de muerte y trasplante hepéatico
(Death + LTx) y todos los canceres en nunca fumadores (A), fumadores
actuales (B) y ex fumadores (C). En la figura (D), se representalaincidencia
acumulada de todos los canceres segun el estado de tabaquismo.

Las diferencias en los riesgos de subdistribucién entre fumadores y nunca
fumadores (P = 0,009) y entre ex fumadores y nunca fumadores (P = 0,033) se

calcularon utilizando la prueba de Gray.
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C) former smokers
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Predictores de riesgo de cancer hepatico:

Los analisis de regresion de Fine-Gray y de Cox identificaron la etiologia
viral de la cirrosis, la puntuacién de Child-Pugh y el tabaquismo como predictores

significativos para cancer de higado (Tabla 5 y Tabla Suplementaria 3).

La Funcion de Incidencia Acumulada (CIF) para cancer de higado en
pacientes con cirrosis de etiologia viral fue considerablemente mas alta que para
otras causas de cirrosis. Este hallazgo es clinicamente relevante, ya que el CIF
para cancer de higado superé consistentemente el CIF combinado para muerte
mas trasplante de higado a lo largo de todo el periodo de seguimiento, como se

ilustra en la Figura 6.

En el caso del tabaquismo y la puntuacién de Child-Pugh, se observé un
incremento en el CIF para cancer de higado tanto en fumadores actuales como
en exfumadores, asi como en pacientes clasificados con Child-Pugh clase Bo C
al momento de su inclusién en el estudio. No obstante, a diferencia de lo
observado en la etiologia viral, los valores de CIF para cancer de higado en
relacion con estas variables eran similares o inferiores a los correspondientes a
muerte mas trasplante de higado, lo que queda representado en las Figuras 7 y

8.

Es importante sefialar que tanto la puntuacion de Child-Pugh como el
habito de fumar fueron las Unicas covariables con valores cambiantes en el
tiempo, cuyas variaciones durante el seguimiento mostraron una asociacion

significativa con el riesgo de cancer de higado (Tabla Suplementaria 4).
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Figura 6: Funciéon de incidencia acumulada de muerte y trasplante de
higado (Death + LTx) y cancer de higado en cirrosis no viral (A) y cirrosis

viral (B).
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Figura 7: Funciéon de incidencia acumulada de muerte y trasplante de
higado (Death+LTx)y cancer de higado en nuncafumadores (A), fumadores

actuales (B) y ex fumadores (C).
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Figura 8: Funciéon de incidencia acumulada de muerte y trasplante de
higado (Death+LTx) y cancer de higado en pacientes con puntuacion de
Child-Pugh A (A) y puntuacién de Child-Pugh B o C (B) al inicio del estudio.
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Predictores de riesgo de cancer extrahepatico:

En el andlisis de los factores de riesgo para el desarrollo de cancer
extrahepatico en la poblacion estudiada, se observé una asociacion débil entre
el consumo de tabaco y el riesgo de cancer extrahepatico. Este vinculo fue

evaluado mediante modelos de regresion de Fine-Gray y de Cox.

En el analisis de Fine-Gray, el indice de subdistribution Hazard Ratio
(SHR) para el consumo de tabaco fue de 3,04 (Intervalo de Confianza del 95%:
0,91-10,14), con un valor de p de 0,071, sugiriendo una tendencia hacia la

significacién, aunque no de manera concluyente (Tabla 5 y Tabla suplementaria

5). Por su parte, en el modelo de regresion de Cox, el cociente de riesgos
instantdneos (HR) fue de 3,43 (IC del 95%: 1,03-11,41), con un valor de p de
0,044, que alcanzo significacion estadistica, indicando que el tabaquismo podria

considerarse un factor de riesgo para este tipo de cancer.

A pesar de esta asociacion, el analisis de la Funcion de Incidencia
Acumulada (CIF) mostré que la incidencia acumulada de cancer extrahepatico
en fumadores permanecia inferior al CIF combinado para muerte y trasplante de
higado durante todo el periodo de seguimiento, tal y como se representa en la
Figura 9. Esto sugiere que, aunque existe una conexién entre el tabaquismo y el
cancer extrahepatico, otros riesgos, como la muerte y el trasplante, son mas
prevalentes. Ademas, no se encontr0 una asociacion significativa entre otras
covariables dependientes del tiempo y el desarrollo de cancer extrahepatico

(Tabla suplementaria 6).

101



Resultados

Figura 9: Funcion de incidencia acumulada de muerte y trasplante de
higado (Death+LTx) y cancer extrahepatico en nunca fumadores (A),

fumadores actuales (B) y ex fumadores (C).
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Evaluacion del efecto de los betablogueantes en
la aparicion de carcinoma hepatocelular en

cirrosis hepatica:

En nuestra poblacion de estudio un total de 55 pacientes recibian
tratamiento con NSBB, mientras que 141 no recibian este tratamiento. El tiempo
desde el diagnostico de la cirrosis era de 5 aflos para los pacientes sin
tratamiento con NSBB y de 4.7 aflos para los pacientes en tratamiento con

NSBB.

En la tabla 6 se muestran las caracteristicas clinicas y de laboratorio de
los pacientes segun el tratamiento con NSBB. Un subgrupo de 11 pacientes

tratados con betabloqueantes selectivos fue analizado por separado.

Tabla 6: Caracteristicas basales y de laboratorio de los pacientes segun el

tratamiento con NSBB.

Variable No NSBB Si NSBB p

n 141 55

Edad (afios) 60.1+9.1 61.4+94 0.390

Sexo varén 95 (67.4) 40 (72.2)  0.579
Muijer 46 (32.6) 15 (27.3)

Etiologia Alcohol 50 (35.5) 24 (43.6) 0.657
Virus 56 (39.7) 17 (30.9)
Alcohol+Virus 14 (9.9) 5(9.1)
Otras 21 (14.9) 9 (16.4)
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Variable No NSBB Si NSBB p
A.ﬁos .diagnéStiCO de 5.0 +4.6 47+46  0.722
cirrosis

Child-Pugh score A 119 (84.4) 40 (72.7) 0.157

B-C 22 (15.6) 15 (27.3)
Meld 9.3 (3.4) 10.5(3.2) 0.026
Esophageal varices Si 74 (52.5) 45 (81.8) <OiOO
Episodio previo de HDA  Si 20 (14.2) 17 (30.9) 0.013
Episodio previo ascitis Si 48 (34.0) 24 (43.6) 0.277
Diabetes Si 52 (36.9) 22 (40.0)  0.810
Consumo de tabaco Si 45 (31.9) 18 (33.0) 0.719
Exfumador 38 (27.0) 17 (31.0)

IBP Si 40 (28.4) 24 (43.6) 0.060
DIS Si 4 (2.8) 3 (5.5) 0.646
Diuréticos Si 39 (27.7) 23 (41.8) 0.081
Lactulosa Si 14 (9.9) 2 (3.6) 0.248
Estatinas Si 10 (7.1) 12 (21.8)  0.007
Metformina Si 21 (14.9) 8 (14.5) 1.000
VHC tratamiento Si 51 (36.2) 16 (29.1)  0.441
VHB tratamiento Si 3(2.1) 0 (0.0) 0.658
Glébulos rojos (x10%?/L) 45+0.7 43+0.7 0.023
Hemoglobina (g/dL) 13.5+2.2 129+22 0.069
Hematocrito (%) 41.2+6.0 39.1+£6.0 0.035
Plaquetas (x10°%/L) 129.9+58.2 99.1+46.4 0.001
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Variable No NSBB Si NSBB p

Leucocitos (x10%/L) 57+2.1 51+2.1 0.050
INR 1.2+0.3 1.3+0.2 0.284
Alpha-fetoprotein (ng/mL) 5.6 £20.7 6.8+17.7 0.719
Albumina (g/dL) 3.7+£05 35+£05 0.004
GOT (IU/L) 38.6+282 410%+21.8 0.572
GPT (IU/L) 304+23.0 27.6+19.3 0.435
Fosfatasa alcalina (IU/L) 107.9+£52.7 111.2+89.1 0.758
GGT (IUL) 10432 0812 o67

187.6 126.0

Creatinina (mg/dL) 0.8+0.3 09+0.3 0.469
Urea (mg/dL) 31.9+11.3 346+21.2 0.275
Glucosa (mg/dL) 1154 +40.9 116.1+35.8 0.909
Sodio (mmol/L) 1404 +3.0 139.6%2.7 0.096
Potasio (mmol/L) 44+0.5 44+0.4 0.996
Colesterol (mg/dL) 164.2+37.0 158.0+42.6 0.344
Bilirrubina (mg/dL) 1.1+1.1 1.4+£13 0.079

Se observaron diferencias significativas entre los grupos de manera que,

los pacientes en tratamiento con NSBB mostraron una mayor prevalencia de

varices esofagicas, mas episodios de hemorragia digestiva alta, mayores

puntuaciones de MELD y niveles mas bajos de globulos rojos, hematocrito y

plaguetas, lo que concuerda con la indicacion de este tratamiento, en el momento

de la inclusion en el estudio, como profilaxis de hemorragia digestiva en
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pacientes con cirrosis hepatica con mayores datos de hipertension portal
clinicamente significativa y con mayor riesgo de descompensacion. Ademas,
estos pacientes en cuanto a sus tratamientos habituales, recibieron con mayor
frecuencia estatinas, inhibidores de la bomba de protones y diuréticos, y a nivel
analitico presentaban niveles més altos de bilirrubina y més bajos de leucocitos,
aunque estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica. Estas
discrepancias sugieren un posible sesgo de seleccion que podria dificultar la

comparacion directa entre las cohortes.

En términos de evolucioén clinica, el 94% de los pacientes bajo tratamiento
con NSBB continuaron con la medicacion de forma crénica durante el

seguimiento, confirmando su uso en cada visita de control.

Supervivencia libre de carcinoma hepatocelular y cancer
extrahepatico, supervivencia global y tiempo hasta el trasplante

hepatico segun betabloqgueantes no selectivos.

Durante el periodo de seguimiento hasta diciembre de 2023, 35 pacientes
desarrollaron CHC, con una incidencia anual del 3,6%, de los que 12 pacientes,
el 34% fallecieron por este motivo. En el 54% de los casos, el tumor era unico,
con un tamafo promedio de 28 mm. Segun la clasificacion BCLC, la distribucion
fue: 58% en estadio A, 8% en B, 23% en Cy 11% en D. La figura 10-A, mediante
curvas de Kaplan-Meier, demuestra que no hubo diferencias significativas en la

incidencia de CHC entre los pacientes tratados con NSBB y aquellos no tratados.
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Un resultado similar se observo para los 28 casos de cancer no hepatico

identificados, como se ilustra en la Figura 10-B y se describe en la Tabla 7.

Tabla 7: Incidencia de cancer extrahepatico entre los pacientes tratados y

no tratados con NSBB.

Céancer extrahepatico NUmero
Cancer colorrectal 5
Céancer pulmén 3
Céancer mama 3
Céancer préstata 2
Céancer pancreas 2
Céancer gastrico 2
Cancer vejiga 2
Cancer de rifién 2
Cancer cabeza y cuello 2
Melanoma 2
Linfoma 2
Mesotelioma peritoneal 1
Total 28

El analisis de regresion multivariable de Cox reveldé que los factores
asociados con un aumento del riesgo de hepatocarcinoma incluian una
clasificacion de Child-Pugh B o C, niveles elevados de fosfatasa alcalina y

niveles reducidos de albumina (Tabla suplementaria 7). Por otro lado, el riesgo
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de canceres extrahepaticos se incrementé con la edad, la presencia de varices

esofagicas, el tabaquismo y el uso de estatinas (Tabla suplementaria 8). El uso

de NSBB no mostré una asociacién significativa con el desarrollo de carcinoma
hepatocelular ni de canceres extrahepaticos. El riesgo de muerte o trasplante
hepatico se asocio significativamente con indicadores de deterioro de la funcion
hepética, como el puntaje MELD, la clasificacion Child-Pugh, y el indice de razén
internacional normalizada (INR). Ademas, este riesgo fue mayor en pacientes
con antecedentes de descompensacion hepatica, como la presencia de ascitis,
y en aquellos con varices debido a hipertension portal. Asimismo, los pacientes
que estaban siendo tratados con lactulosa y betablogueantes no selectivos
mostraron un riesgo elevado, lo cual est4 en consonancia con su uso comun en
pacientes que presentan formas mas graves de enfermedad hepética (Tabla

suplementaria 9).

Los pacientes en tratamiento con NSBB presentaron una menor
supervivencia global en comparacion con aquellos no tratados (Figura 11-A), y a
partir del tercer afio de seguimiento, fueron sometidos a trasplante hepatico con
mayor frecuencia (Eigura 11-B). Este aumento en el nimero de muertes y
trasplantes hepaticos representa un riesgo competitivo significativo, complicando
el analisis del riesgo de cancer de manera no sesgada a través de métodos

clasicos de supervivencia.

Variables demogréficas y clinicas, indicativas de un estado avanzado de
la enfermedad y de hipertensién portal, junto con tratamientos como el uso de
NSBB, fueron asociadas con un mayor riesgo de muerte o necesidad de

trasplante hepatico. El analisis de regresion de Cox identificd que la puntuacién
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de MELD, la presencia de varices esofagicas, antecedentes de hemorragia
digestiva alta, el uso de estatinas, y niveles de hematies, plaquetas y albumina,
se asociaron significativamente con estos desenlaces y mostraron diferencias

notables entre tratados y no tratados con NSBB.

FIGURA 10: Kaplan-Meier A) Incidencia de CHC entre los pacientes tratados
con betabloqueantes y aquellos no tratados, B) Incidencia de cancer

extrahepético.
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B) Extrahepatic cancer

*+* NoNSBB = Yes NSBB

100 T ] W\P oo
"’“'*'i—ﬂﬂ"'. S
A "-m-+~+‘t}}
-

P & Lt *
2 *
c ¥
S :
0
o
= 0.50 1
@
7]
(]
o
1]
e Log-rank

0.251

p=064
0.00 1
0 1 > 3 4 5
Time (years)
Number at risk

No NSBB 1 141 125 114 106 91 53
Yes NSBB4 55 43 39 34 30 12

0 1 2 3 4 5
Time (years)

110



Resultados

FIGURA 11: A) Supervivencia global en el grupo de NSBB en comparacion
con aquellos no tratados. B) Relacion entre grupos de tratamiento y la

incidencia de trasplante hepatico en el seguimiento.
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B) Liver transplant
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Propensity score matching o emparejamiento por puntuacion de

propension (PSM) segun el tratamiento con NSBB.

Para abordar el posible sesgo de seleccidn en el estudio, se implement6
un método de emparejamiento por puntuacién de propension (PSM) basado en
el tratamiento con NSBB. Este enfoque permiti6 emparejar a 54 pacientes
tratados con NSBB con 54 pacientes no tratados, eliminando asi las diferencias

basales entre los dos grupos, como se ilustra en la tabla 8.

Tabla 8: PSM segun el tratamiento con NSBB

Variable Sin NSBB (n=54) | Con NSBB (n=54) | p-valor
Puntuaciéon MELD (Media * DS) 10.31 +3.99 10.48 +3.26 0.815
Varices por HTP (n [%]) 46 (85.2%) 44 (81.5%) 0.796
Antecedentes de HDA (n [%]) 12 (22.2%) 16 (29.6%) 0.510
Tratamiento con Estatinas (n [%]) | 7 (13.0%) 11 (20.4%) 0.439
Hemoglobina (Media £ DS) (g/dL) | 4.27 £0.71 4.26 +0.73 0.992
Hematocrito (Media * DS) (%) 38.89+6.13 39.02 + 6.56 0.917
Plaquetas (Media * DS) (x10°/L) 97.22 +47.39 102.41 +48.70 0.576
Albuimina (Media £ DS) (g/dL) 3.52+0.54 3.51+0.57 0.880

NSBB: Betabloqueantes no selectivos; MELD: Modelo para enfermedad hepatica
terminal; HTP: hipertensién portal; HDA: Hemorragia digestiva alta; DS: Desviacién
estandar.

El andlisis post-emparejamiento no mostré diferencias significativas entre
los grupos tratados y no tratados con NSBB en cuanto a la incidencia de
hepatocarcinoma (Figura 12 a), cancer extrahepatico (Figura 12 b), mortalidad
y/o necesidad de trasplante hepatico (Figura 12 c). Este resultado sugiere que,
tras el ajuste por el PSM, el tratamiento con NSBB no influye significativamente

en estos desenlaces especificos.
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FIGURA 12 a: Analisis post-emparejamiento PSM en tratados y no tratados

con NSBB para la incidencia de CHC.
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FIGURA 12 b: Andlisis post-emparejamiento PSM en tratados y no tratados

con NSBB para laincidencia de cancer extrahepatico.
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FIGURA 12 c: Analisis post-emparejamiento PSM en tratados y no tratados

con NSBB para mortalidad o trasplante hepético.
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No obstante, 88 pacientes no fueron incluidos en el analisis de PSM (87
no tratados con NSBB y 1 tratado). Esta subpoblacién, que no cumplia con las
caracteristicas necesarias para el emparejamiento, presentaba una menor
gravedad de la enfermedad y menos indicios de hipertension portal, como se

detalla en la tabla 9.

La poblacién que no se incluy6 en el PSM presenté una menor incidencia
de CHC (Figura 13 A) y cancer extrahepatico (Figura 13 B). Este hallazgo se
destac6 aun mas cuando se considero el desarrollo de cualquier tipo de cancer
en conjunto (Figura 13 C), alcanzando casi la significacion estadistica. Ademas,
esta poblacién mostr6 una menor mortalidad y un menor riesgo de trasplante
hepatico en comparacion con las cohortes ajustadas, subrayando diferencias

clinicas relevantes que podrian haber influido en los resultados.

Un analisis adicional sobre el papel de la mortalidad como riesgo
competitivo muestra que tanto el riesgo de cancer como el de mortalidad o
trasplante hepatico avanzan de manera paralela en ambos grupos de pacientes,
aungue a niveles mas bajos en el grupo que no cumplia con el PSM. Esta

observacion se visualiza en la Figura 14 y 15, sugiriendo que los riesgos de

cancer y de exitus o trasplante hepatico estan interrelacionados, pero son menos
pronunciados en aquellos pacientes con perfiles menos graves de la

enfermedad.

En resumen, el emparejamiento por puntuacion de propension ayudo a
nivelar las diferencias iniciales entre las cohortes en tratamiento con NSBB,
mejorando la validez de las comparaciones de resultados, a pesar de la exclusion

de una subpoblacion relevante con caracteristicas diferenciadas. Este enfoque
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destaca la importancia de considerar la heterogeneidad clinico-demogréfica en

estudios de tratamiento para asegurar la precision de las conclusiones.

Tabla 9: Comparacién poblacion estratificada en PSM con la no incluida en

PSM.
No ajustados PSM | Ajustados PSM p
n 88 108
Edad (media = DS) 60,97 (8,97) 60.07 (9.41) 0.501
Sexo (mujer %) 29 (33.0) 32 (29.6) 0.730
Etiologia (%) 0.106
Alcohol 28 (31.8) 46 (42.6)
Alcohol + virus 8(9.1) 11 (10.2)
Virus 41 (46.6) 32 (29.6)
Otras 11 (12.5) 19 (17.6)
Child-Pugh (%) 0.001
A 81 (92.0) 78 (72.2)
B 78 (72.2) 26 (24.1)
C 2(2.3) 4 (3.7)
MELD (media = DS) 8.67 (2.86) 10.39 (3.63) <0.001
Varices por HTP (n [%]) 29 (33.0) 90 (83.3) <0.001
Tabaco (%) 0.120
No fumadores 42 (47.7) 36 (33.3)
Fumadores 24 (27.3) 39 (36.1)
Exfumadores 22 (25.0) 33 (30.6)
IBP (n [%]) 23 (26.1) 41 (38.0) 0.109
DIS (n [%]) 3(3.4) 4 (3.7) 1.000
Diuréticos (n [%]) 18 (20.5) 44 (40.7) 0.004
Lactulosa (n [%]) 5(5.7) 11 (10.2) 0.377
Estatinas (n [%]) 4 (4.5) 18 (16.7) 0.014
Metformina (n [%]) 13 (14.8) 16 (14.8) 1.000
Ascitis previa (n [%]) 25 (28.4) 47 (43.5) 0.042
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- Nimero (media + DS) 0.58 (1.60) 1.09 (2.27) 0.075
Encefalopatia previa (n [%]) | 6 (6.8) 9 (8.3) 0.899
- Numero (media + DS) 0.14 (0.65) 0.10 (0.39) 0.644
HDA previa (n [%)]) 9 (10.2) 28 (25.9) 0.009
- Nimero (media + DS) 0.16 (0.60) 0.40 (0.86) 0.029
Tratamiento VHC (n [%]) 38 (43.2) 29 (26.9) 0.025
Tratamiento VHB (n [%]) 2(2.3) 1(0.9) 0.858
VIH (n [%]) 2(2.3) 4 (3.7) 0.872
Diabetes mellitus (n [%0]) 34 (38.6) 40 (37.0) 0.935
Hematies (media + DS) 4.67 (0.66) 4.26 (0.72) <0.001
Hemoglobina (media + DS) | 14.01 (2.00) 12.79 (2.17) <0.001
Hematocrito (media £ DS) 42.63 (5.37) 38.96 (6.32) <0.001
Plaquetas (media + DS) 147.83 (56.22) 99.81 (47.89) <0.001
Leucocitos (media = DS) 6.22 (2.08) 5.00 (1.97) <0.001
Neutrdéfilos (media = DS) 3.57 (1.39) 2.87 (1.29) <0.001
Linfocitos (media + DS) 1.91 (0.77) 1.42 (0.75) <0.001
Monocitos (media = DS) 0.53 (0.21) 0.50 (0.23) 0.361
Eosinodfilos (media £+ DS) | 0.21 (0.16) 0.17 (0.17) 0.146
Basdfilos (media = DS) 0.04 (0.05) 0.02 (0.04) 0.026
INR (media + DS) 1.18 (0.29) 1.29 (0.27) 0.004
indice de Quick (media + 82.74 (14.57) 72.29 (15.77) <0.001
DS)
Alfafetoproteina (media + 7.09 (26.01) 4.62 (12.81) 0.386
DS)
Albumina (media + DS) 3.85(0.48) 3.52 (0.56) <0.001
GOT / AST (media £ DS) 36.81 (25.59) 40.60 (27.39) 0.322
GPT / ALT (media = DS) 30.40 (23.38) 29.25 (21.13) 0.717
Bilirrubina (media + DS) 0.96 (0.73) 1.45 (1.42) 0.003
FA (media £ DS) 99.37 (48.95) 116.87 (74.11) | 0.062
GGT (media + DS) 101.69 (215.82) 105.89 (126.16) | 0.868
Creatinina (media £ DS) 0.82 (0.22) 0.88 (0.39) 0.183
Urea (media + DS) 31.30 (10.70) 33.82 (17.28) 0.239
Glucosa (media £ DS) 116.87 (45.43) 115.36 (35.49) | 0.794
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Sodio (media + DS) 140.60 (2.62) 139.94 (3.12) 0.117
Potasio (media + DS) 4.48 (0.50) 4.40 (0.45) 0.202
Colesterol (media = DS) 166.33 (32.75) 159.27 (42.84) | 0.221
Triglicéridos (media + DS) | 100.87 (70.79) 103.46 (62.86) | 0.794
Proteinas (media + DS) 7.46 (0.65) 7.12 (0.72) 0.001

120



Resultados

FIGURA 13: Andlisis de la poblacién que no entr6 en el PS con respecto a
la aparicion de A) casos de CHC; B) cancer extrahepatico; y C) cancer de

cualquier localizacion.
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B) Extrahepatic cancer
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C) Cancer
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FIGURA 14: Andlisis de la mortalidad y trasplante hepatico en la poblacidon

gue no entro en el propensitivy score.
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FIGURA 15: Analisis del riesgo competitivo entre riesgo cancer y riesgo de
exitus por otras causas o trasplante hepatico en pacientes que se

ajustaban o no al propensitivy score.
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DISCUSION:

La cirrosis hepatica representa una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel global. Segun datos del 2017, se reportaron mas
de 1,32 millones de muertes atribuibles a esta condicién, lo que evidencia la
carga sustancial que representa para los sistemas de salud en diversos paises
(173). En este contexto, el presente estudio longitudinal prospectivo, que
involucra a 215 pacientes con cirrosis compensada, proporciona informacion
importante sobre el impacto de esta enfermedad. Durante el seguimiento de los
participantes, 34 individuos fallecieron y 10 fueron sometidos a trasplante de
higado, lo que indica un prondstico complejo para los pacientes con cirrosis. En
particular, la incidencia acumulada de eventos adversos, considerando tanto la
mortalidad como los trasplantes, fue del 4,4% durante el primer afio. Esta cifra
se incremento notablemente, alcanzando un 16,9% a los cinco afios, subrayando
asi la progresion de la enfermedad y la evolucion de sus complicaciones a lo
largo del tiempo. Estas tasas son concordantes con las observadas en un
reciente gran estudio de cohortes retrospectivo realizado en adultos con cirrosis,
gue excluyé a aquellos con comorbilidades graves que pudieran limitar su

esperanza de vida (174).

La cirrosis hepéatica se erige como el principal factor de riesgo para el
desarrollo de céancer de higado, incluyendo tanto el CHC como el
colangiocarcinoma. Se estima que entre el 70% y el 90% de todos los casos de
CHC diagnosticados ocurren en pacientes que padecen enfermedad hepatica
cronica o cirrosis (7,13). Ademas de los riesgos asociados al cancer de higado,

distintos estudios retrospectivos y estudios de registro nacional realizados en
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pacientes con cirrosis hepatica de cualquier etiologia han demostrado un riesgo
dos veces mayor de desarrollar cAnceres extrahepaticos (29-32,41).

En nuestro estudio, se realiz6 un seguimiento estrecho de los pacientes,
programando visitas cada seis meses como parte del programa de vigilancia
activa disefiado para la deteccion temprana del cancer de higado, de acuerdo a
las recomendaciones de las principales guias de préctica clinica (172). De esta
forma pudimos observar un riesgo de cancer que era 11 veces mayor en
pacientes con cirrosis en comparacion con las tasas esperadas en una poblacion
similar sin cirrosis (SIR 11,7; IC del 95 % 8,6-16,1). Donde evidenciamos que en
nuestra poblacibn de pacientes cirréticos los canceres extrahepaticos
representaron un 44 % del total de neoplasias diagnosticadas. La SIR elevada
se mantuvo en hombres y mujeres de la cohorte, asi como en los grupos de edad
de 50 a 69 afios y en aquellos de 70 afios 0 mas. Por otro lado, no se registraron
casos de cancer en pacientes menores de 50 afos, o que sugiere una menor
vulnerabilidad en este grupo de edad. Esto podria deberse a factores bioldgicos,
a una menor exposicion acumulativa a agentes carcinégenos, o al reducido

namero de pacientes en este rango etario.

Estos hallazgos son particularmente relevantes, especialmente a la luz de
estudios previos que informaron razones de incidencia estandarizadas (SIR)
notablemente mas bajas, que oscilan entre 2,0 y 6,2 para cualquier tipo de
cancer, y de 1,3 a 2,4 para los canceres extrahepaticos (30,31). El contraste de
estos datos sugiere que un enfoque de vigilancia activa podria contribuir a una
identificacion mas precisa y a la deteccion en etapas mas tempranas de la
enfermedad, lo cual puede ser crucial para mejorar los resultados en la salud de

los pacientes. La relevancia de los hallazgos en nuestro estudio refuerza de
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manera contundente la necesidad de implementar programas de vigilancia activa
para la deteccién temprana del cancer de higado en pacientes con cirrosis.
Adicionalmente, nuestros resultados también subrayan la importancia de buscar
de manera proactiva otros tipos de cancer en esta poblacion de alto riesgo, ya
que, a pesar de las claras evidencias de un aumento en la incidencia de canceres
extrahepaticos, esta estrategia todavia no se esta llevando a cabo de forma

sistematica en la préctica clinica actual.

En nuestro analisis de los factores de riesgo asociados con el cancer en
pacientes con cirrosis, aplicamos un enfoque metodolégico riguroso que incluyo
tanto el analisis de regresion de Cox como un modelo de riesgos de
subdistribucion proporcional semiparamétrico, tal como lo proponen Fine y Gray.
Este enfoque nos permitié controlar la influencia potencial de la mortalidad y el
trasplante de higado como riesgos competitivos, o que es particularmente
relevante en esta poblacion de pacientes con complicaciones avanzadas de la

enfermedad hepatica.

En el marco de nuestro andlisis, el tabaquismo destac6é como el Gnico
factor de riesgo que mostré una asociacion significativa tanto con el desarrollo
de cancer en general como con el cancer extrahepatico en pacientes con cirrosis.
Este hallazgo subraya la importancia del consumo de tabaco como un
determinante clave en la patologia oncolégica de esta poblacion. Cuando
limitamos nuestro analisis al cancer de higado, se identificaron asociaciones
significativas no solo con el estado de tabaquismo, sino también con la etiologia
viral de la cirrosis y la puntuacién Child-Pugh, especialmente en las clases B y

C. Diversos estudios han establecido que el riesgo de CHC se incrementa con la
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presencia de hepatitis B y C crbnicas, y que este riesgo esta intimamente
relacionado con el grado de fibrosis hepética (31). En nuestra cohorte,
encontramos que el 36% de los pacientes presentaba cirrosis de etiologia viral,
y un 9% tenia una combinacion de infecciones virales y consumo de alcohol.
Cabe destacar que el virus de hepatitis C fue el responsable de la infeccion en
el 90% de los casos analizados, pero a pesar de que la mayoria de los pacientes
finalizo con éxito un tratamiento con antivirales de accion directa durante el
seguimiento, la incidencia acumulada de cancer de higado fue mas elevada en
comparacién con aquellos con cirrosis de otras etiologias, mostrando un SHR de
4,25 (IC del 95% 1,76-10,30) superando el riesgo de muerte y de trasplante
hepético. Estos resultados son coherentes con la literatura existente que sugiere
un riesgo persistente de CHC en pacientes con enfermedad hepatica avanzada,

incluso tras un tratamiento antiviral exitoso del virus de la hepatitis C (175).

Por otro lado, no encontramos una asociacion significativa entre la
etiologia viral y el desarrollo de cancer extrahepatico. Este resultado concuerda
con una revision sistematica reciente que no logré establecer conclusiones
definitivas, dado que muchos estudios disponibles no confirmaron la existencia
de dicha asociacién (176). Sin embargo, un estudio retrospectivo reciente
identificd una correlacion significativa entre el aumento de los niveles de fibrosis
hepatica y el incremento del riesgo de cancer extrahepatico en pacientes con
hepatitis viral cronica, sugiriendo que la fibrosis puede desempefiar un papel en
el contexto del cancer extrahepatico (43). Ademas, se ha observado que una
puntuacion de Child-Pugh superior a 5 fue un factor de riesgo significativo e
independiente para la incidencia de CHC al afio, junto con la etiologia viral de la

cirrosis, la edad, la raza, la diabetes y el sexo masculino (177), resalta la
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necesidad de una evaluacion de todos estos factores en la practica clinica.
Nuestros pacientes clasificados en las clases B o C de Child-Pugh mostraron un
riesgo incrementado de desarrollar cancer de higado, independientemente de su
etiologia viral o de su estado relativo al tabaquismo.

La relacién entre el consumo de tabaco y el cancer de higado ha sido
objeto de controversia en la literatura cientifica. En varios estudios, ha sido dificil
aislar el efecto del tabaquismo debido a la presencia de otros factores de riesgo
como el consumo de alcohol o infecciones virales. Por ejemplo, un estudio
prospectivo de casos y controles que incluyé a 210 individuos evidencié que el
alcohol, el tabaco y la obesidad interactuaban sinérgicamente para elevar el
riesgo de CHC (71). Un metaandlisis de estudios epidemioldgicos publicado en
2009 encontrd un incremento modesto en la incidencia de cancer de higado entre
los fumadores actuales, asi como un aumento menos marcado en aquellos que
habian dejado de fumar (72). Mas recientemente, un amplio estudio de cohorte
prospectivo que incluyé a 504.646 pacientes coreanos de entre 40 y 80 afios,
quienes se sometieron a controles meédicos rutinarios durante diez afios,
concluyé que fumar incrementaba el riesgo de CHC, independientemente del
estado de hepatitis viral (178).

En cuanto al uso de tabaco, nuestro estudio encontr6 que los ex
fumadores tenian una asociacion significativa e independiente con el riesgo de
desarrollar CHC. En contraste, el aumento del riesgo en los fumadores activos
no alcanzo la significacion estadistica. Esta disparidad en el riesgo observado
entre fumadores y ex fumadores puede explicarse por el hecho de que todos los
pacientes en nuestra cohorte padecian cirrosis; en este contexto, la influencia de

los factores de confusion, tales como la etiologia viral y el grado de disfuncion
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hepatica, puede ser mas pronunciada que la que se observaria en pacientes con
enfermedad hepética no cirrética o en poblacién general.

Los analisis realizados mediante el modelo de regresion de Cox confirmaron
estos hallazgos, mostrando resultados consistentes en relacion con las
asociaciones observadas. Esto sugiere que la relacion entre el tabaquismo y el
riesgo de CHC permanece estable, incluso en presencia de un riesgo competitivo
asociado con la mortalidad y la necesidad de trasplante de higado.

La mayoria de nuestros pacientes referian haber alcanzado la abstinencia
de alcohol en las consultas sucesivas a lo largo del estudio, lo que es un hallazgo
alentador en el manejo de esta poblacién. Investigaciones previas sugieren que
la abstinencia alcohdlica, especialmente en individuos que previamente
consumian alcohol de manera moderada a significativa, puede llevar a una
mejoria notable en los factores de crecimiento relacionados con el cancer (179).
Esta mejoria podria ayudar a explicar, en términos tedéricos, por qué el consumo
de alcohol podria considerarse un factor de riesgo de cancer menos importante
en comparacion con el tabaquismo dentro de una poblacién de pacientes que se
abstienen de alcohol. No obstante, cualquier interpretaciéon de estos resultados
debe tener en cuenta ciertas limitaciones inherentes a nuestro estudio. En
particular, no se realizaron verificaciones efectivas mediante métodos objetivos
para identificar a los pacientes con consumo activo de alcohol, lo que podria
estar sujeto a sesgos, afectando la validez de nuestros hallazgos sobre el
impacto del alcohol en la patologia oncoldgica en esta cohorte.

Muchas de las variables analizadas en nuestro estudio como factores de
riesgo pueden experimentar cambios a lo largo del tiempo. Esto incluye

parametros analiticos, las puntuaciones Child-Pugh y MELD, la aparicion de
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varices esofagicas, el tabaquismo y la ingesta de tratamientos farmacoldgicos
cronicos. Debido a esta naturaleza dindmica, llevamos a cabo un analisis de
regresion de Cox que incorporé estas variables como covariables dependientes
del tiempo confirmando, el papel del tabaquismo en el desarrollo de cancer en

pacientes con cirrosis.

Ademas, existen otras variables que han sido descritas en la literatura
como relacionadas con cambios en la incidencia de cancer. Estas incluyen el
tratamiento con betabloqueantes (180), estatinas (181), metformina (182),
inhibidores de la bomba de protones (183), asi como diversos parametros
analiticos como los niveles de alfa-fetoproteina (184), y comorbilidades como la
diabetes (185). Sin embargo, en nuestra cohorte, ninguna de estas variables
mostré una asociacion significativa con el riesgo de cancer. La falta de deteccion
de estas sefiales podria deberse a variaciones en las caracteristicas de los
pacientes incluidos en nuestro estudio en comparacion con investigaciones
anteriores. Es importante considerar que el poder estadistico de nuestro estudio
para analizar cada una de estas variables es limitado, ya que el nimero de
eventos de cancer observados en cada subgrupo fue reducido. Esto podria
dificultar la identificacion de asociaciones significativas entre factores de riesgo

y el desarrollo de cancer.

Ademas, nuestro estudio presenta varias limitaciones mas alla de las
inherentes a su disefio observacional prospectivo. En primer lugar, no se pudo
establecer la relacién dosis-respuesta entre el tabaquismo y la incidencia de
cancer debido a la falta de datos sobre la exposicién en términos de paquetes-

afio y el tiempo transcurrido desde que los pacientes dejaron de fumar en todos
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los casos. Este aspecto limita nuestra capacidad para evaluar completamente el

impacto del tabaquismo en el desarrollo de neoplasias.

En segundo lugar, no se consideraron algunos factores que podrian estar
asociados con el riesgo de desarrollar cancer en la poblacion general, tales como
la dieta, el peso corporal, el indice de masa corporal (IMC) y la obesidad. La dieta
no fue incluida en nuestro estudio debido a la ausencia de una descripcion
detallada de la misma entre los pacientes evaluados. Ademas, las mediciones
relacionadas con el peso corporal y el IMC son particularmente problematicas en
los pacientes cirréticos, quienes a menudo presentan un estado de desnutricion
proteico-calérica y variabilidad en los valores de peso debido a episodios

recurrentes de descompensaciones hidropicas.

Este estudio ha tratado de evaluar el efecto de los NSBB en la aparicion
de CHC en pacientes con cirrosis hepatica, un tema de creciente interés en la
investigacion médica, dada la alta carga de morbilidad y mortalidad asociada a
esta enfermedad. En nuestra poblacion de estudio, se incluyeron 55 pacientes
tratados con NSBB y 141 que no recibieron este tratamiento. La mayoria de los
pacientes habian sido diagnosticados de cirrosis hepética en un intervalo de 4 o
5 aflos previos. La caracterizacibn de estos grupos reveld diferencias
significativas en ciertas variables clinicas y de laboratorio, lo que refuerza la idea
de que el grupo de tratamiento con NSBB esta compuesto por pacientes con una
enfermedad hepéatica mas evolucionada, mayor prevalencia de varices
esofagicas, episodios de sangrado digestivo alto, y puntuaciones de MELD mas
elevadas, ademas de menores niveles de glébulos rojos y plaquetas. Estos

hallazgos son consistentes con la indicacién de los NSBB en el periodo de
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inclusion del estudio, como tratamiento de profilaxis primaria o segundaria para
la hemorragia digestiva varicosa en pacientes con cirrosis hepatica (145).

El seguimiento clinico revela que el 94% de los pacientes que recibieron
tratamiento con NSBB continuaron utilizando la medicacion a lo largo del estudio,
lo que indica un buen nivel de cumplimiento y refleja la préactica clinica habitual
en este contexto. Se observdé que 35 pacientes desarrollaron CHC, lo que
representa una incidencia acumulada del 3,6% anual. Este dato pone de relieve
un riesgo considerable de desarrollar esta forma de cancer entre la poblacion
con cirrosis.

A pesar de la notable carga de enfermedad en este grupo, nuestros datos
no mostraron diferencias significativas en la incidencia de CHC entre los
pacientes tratados con NSBB y aquellos que no recibieron este tratamiento. El
andlisis directo de estos hallazgos sugiere que el uso de betabloqueantes no
tiene un impacto significativo en el desarrollo de CHC en pacientes con cirrosis.

Los andlisis adicionales, incluyendo la regresién de Cox, permitieron
identificar varios factores de riesgo asociados a un mayor riesgo CHC, entre los
cuales se destacan la clasificacion de Child-Pugh, los niveles elevados de
fosfatasa alcalina y los niveles reducidos de albamina. Estos hallazgos subrayan
la complejidad del manejo de los pacientes con cirrosis, en los que multiples
variables clinicas interactian y contribuyen tanto a la progresion de la
enfermedad como al desarrollo de cancer.

Ademas, como se menciond anteriormente, el riesgo de cancer
extrahepatico se vio incrementado por factores como la edad, la presencia de
varices esofagicas, el tabaquismo y el uso de estatinas. Esta situacion resalta la

necesidad de adoptar un enfoque integral en la vigilancia de pacientes con
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cirrosis, que no solo contemple el riesgo de CHC, sino que también incluya el
monitoreo de otros tipos de cancer. Este enfoque es fundamental para mejorar
la atencion y el prondstico de los pacientes con cirrosis, asegurando asi una
evaluacion mas completa de su salud y una intervencion temprana en caso de
gue se presenten complicaciones asociadas.

La implementacion del emparejamiento por puntuacion de propensién
(PSM) para minimizar el sesgo de seleccion fue un enfoque fundamental en
nuestra investigacion. Esta metodologia facilitd el emparejamiento de 54
pacientes tratados con NSBB con 54 pacientes que no recibieron este
tratamiento, lo que permitié eliminar las diferencias iniciales entre los grupos.
Tras el andlisis de los datos post-emparejamiento, se determiné que no habia
diferencias significativas en la incidencia de CHC ni en la mortalidad entre los
grupos tratados y no tratados con NSBB. Estos resultados sugieren que el
tratamiento con betabloqueantes no ejerce un impacto directo en los desenlaces
oncoldgicos.

Es relevante destacar que un total de 88 pacientes no cumplié con los
requisitos necesarios para el emparejamiento, lo que presenta un desafio al
comparar los resultados a través de cohortes con diferentes niveles de gravedad
de la enfermedad. Esta subpoblacion, que no fue incorporada al andlisis, mostré
una incidencia mas baja de CHC y cancer extrahepatico, asi como una menor
mortalidad. Estas observaciones plantean interrogantes importantes sobre la
relacion entre el perfil clinico de los pacientes y el riesgo que enfrentan tanto de
desarrollar cancer como de morir prematuramente.

Este hallazgo sugiere que los pacientes no emparejados podrian tener

caracteristicas clinicas que los colocan en un nivel de riesgo mas favorable, lo
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gue podria estar influenciado por la mejoria de su condicién general o por un
manejo clinico mas eficaz. Ademas, plantea la necesidad de investigaciones que
analicen las razones detras de estas diferencias en los desenlaces y las
caracteristicas del paciente. Tal analisis puede contribuir a identificar subgrupos
de pacientes que podrian beneficiarse mas de un tratamiento especifico o que
requieren un enfoque diferente en su seguimiento y manejo.

El andlisis adicional que consideré la mortalidad como un riesgo
competitivo revela que los riesgos de desarrollar cancer y de mortalidad estan
estrechamente interconectados. Esta interaccién sugiere que la presencia de
un riesgo competitivo puede complicar la interpretacion de los resultados
obtenidos en estudios clinicos, particularmente en contextos como el nuestro,
donde se investiga el efecto de tratamientos especificos, como los NSBB.

La mortalidad y la necesidad de trasplante hepatico pueden influir
significativamente en la capacidad para detectar un aumento en la incidencia de
cancer en aquellos pacientes que estan recibiendo tratamiento con NSBB. Esto
es especialmente relevante en pacientes con cirrosis, donde la progresion de la
enfermedad puede llevar a una mortalidad anticipada, dejando menos tiempo
para la aparicion de neoplasias malignas. La evaluacién de estos patrones
demuestra que los riesgos de cancer y mortalidad no son eventos
independientes; mas bien, a medida que avanza la enfermedad hepatica, ambos
riesgos avanzan de manera paralela.

Esta dinamica compleja puede desdibujar o confundir la relacién entre el
uso de betabloqueantes y el desarrollo de CHC. Por ejemplo, en un paciente con
cirrosis avanzado que esta recibiendo NSBB, la mortalidad puede ocurrir antes

de que se observe un cancer, lo que podria llevar a la conclusion erronea de que
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Discusion

el tratamiento no tiene impacto en la incidencia del mismo. En consecuencia, es
fundamental considerar estos factores de confusion al evaluar los resultados de
estudios que analizan la efectividad de intervenciones terapéuticas en contextos
clinicos complejos.

Por lo tanto, es necesario que futuras investigaciones integren
consideraciones sobre la mortalidad como un riesgo competitivo y realicen un
seguimiento longitudinal mas prolongado, para proporcionar una imagen mas
clara de las interacciones entre el tratamiento, la progresiéon de la enfermedad y
los desenlaces oncologicos. Esto no solo enriquecera el conocimiento en esta
area critica, sino que también permitird desarrollar estrategias de tratamiento

mas efectivas para las poblaciones en riesgo.
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Conclusiones

CONCLUSIONES:

e Este estudio prospectivo ha identificado un riesgo 11 veces mayor de
incidencia de cancer de cualquier tipo en pacientes con cirrosis hepatica
en comparacion con las tasas esperadas en poblacion general. El
aumento del riesgo es uniforme tanto para el carcinoma hepatocelular
como en los canceres extrahepaticos.

e El tabaquismo ha sido el principal factor de riesgo para el desarrollo de
cancer en esta poblacion, actuando también como un factor de riesgo
independiente para el carcinoma hepatocelular. Y se suma a otros
factores bien establecidos, como la etiologia viral de la cirrosis y la
gravedad de la enfermedad hepatica.

e Deben implementarse programas de vigilancia y prevencion del cancer en
pacientes con cirrosis, con énfasis en el tabaquismo, las infecciones
virales y la progresion de la enfermedad hepética.

e Nuestro estudio no ha observado que el uso de betabloqueantes no
selectivos influya significativamente en la incidencia de carcinoma
hepatocelular en pacientes con cirrosis hepética. Sin embargo, la
mortalidad o la necesidad de trasplante son un importante riesgo
competitivo que puede condicionar los resultados.

e Se necesitan estudios mas prolongados y detallados para mejorar la
comprension de la compleja relacion entre factores etiologicos,
tratamientos, progresion de la enfermedad y desenlaces oncolégicos. Y
desarrollar metodologias estadisticas que controlen el riesgo competitivo

en estos pacientes.
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ANEXOS

Tabla suplementaria 1

Supplementary Table 1: Fine and Gray and Cox regression analysis for all cancers combined

Fine and Gray competing risk regression analysis

Cox regression analysis

Univariable analysis

Multivariable analysis

Univariable analysis

Multivariable analysis

Variable SHR(95% CI)  p-value  SHR(95% CI)  p-value HR (95% Cl)  pvalue  HR(95%Cl)  p-value
Age 1.00 (0.97-1.03)  0.930 1.00 (0.97-1.04)  0.776
Sex (Female) 0.70(0.35-1.43)  0.330 0.64 (0.31-1.31) 0219
Etiology (Alcohol) 1.18 (0.63-2.21)  0.600 1.26 (0.67-2.37)  0.465
Etiology (Virus) 147 (0.79-2.74) 0230 1.37 (0.73-257)  0.326
Tobacco (Smoker) 3.20 (1.36-7.55)  0.008  3.14(1.33-7.38) 0009  3.42(1.46-799) 0005 3.40(1.45-7.94) 0005
(Former-smoker) 263(1.12-6.18) 0026  2.54(1.08-5.98) 0033  275(1.17-649) 0021 258(1.096.12) 0032
Previous episodes of
Ascites 0.88(0.46-168)  0.690 1.07 (0.55-2.07)  0.853
Encephalopathy 1.26 (0.40-3.98)  0.690 1.27 (0.39-4.15)  0.688
Upper gastrointestinal bleeding 117 (0.53-2.57)  0.700 1.27 (0.58-2.76)  0.548
Child-Pugh score (B+C vs. A) 1.49(0.74-3.00) 0270 1.82 (0.89-3.74)  0.104
Meld score 1.01(0.93-1.09) 0870 1.04 (0.95-114)  0.411
Varices 1.24 (065-2.33)  0.510 1.40 (0.73-267)  0.308
Beta-Blockers 116 (0.57-2.37)  0.680 1.30 (0.65-2.61)  0.463
Proton pump inhibitors 0.88 (0.44-173)  0.700 0.91 (0.46-1.80)  0.788
SID 174 (063-484) 0280 1.81(0.56-5.91)  0.323
Diuretics 069 (0.35-1.36)  0.280 0.76 (0.38-1.54)  0.451
Lactulose 204 (090-461) 0088  186(0.78-442) 0160  222(093-530) 0073 205(0.85-495) 0109
Statins 1.25(053-2.96) 0620 1.38 (0.58-3.30)  0.466
Metformin 072(0.28-183)  0.490 0.71(0.28-182) 0479

SHR = subdistribution. hazard ratio derived from Fine and Gray analysis; HR = Hazard ratio derived from Cox regression analysis; 95% Cl = 95% confidence interval.
Fine-Gray analysis was performed to evaluate cancer outcome with the composite variable made up of deaths from any cause and liver transplantation as a competing

event. Variables con p-values < 0.1 in the univariable analysis were included in the multivariable analysis.
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Supplementary Table 2: Cox regression analysis for all cancers combined (time-varying covariates)

Cox regression analysis (time-varying covariates)

Univariable analysis Multivariable analysis

Time-varying variable HR (95% CI) p-value HR {95% CI) p-value

Tabla suplementaria 2

Child-Pugh score (B+C vs. A) 1.91 (1.03-3.53) 0.040 2.21 (0.72-6.76) 0.163

Meld 1.01 (0.95-1.06) 0.833

Varices 1.42 (0.85-2.36) 0.182

Tobacco (Smoker) 3.30 (1.40-7.79) 0.006 3.20 (1.22-8.37) 0.018
(Former-smoker) 3.32 (1.40-7.86) 0.006 3.36 (1.30-8.72) 0.013

Beta-Blockers 1.39 (0.82-2.37) 0.218

Proton pump inhibitors 0.84 (0.50-1.43) 0.531

SID 1.64 (0.66-4.09) 0.290

Diuretics 0.80 (0.46-1.39) 0.425

Lactulose 1.60 (0.73-3.52) 0.243

Statins 1.30 (0.68-2.48) 0.435

Metformin 0.82 (0.41-1.67) 0.587

Red blood cells (x1012/L) 0.92 (0.65-1.32) 0662

Hemoglobin (g/dL) 1.01 (0.90-1.15) 0.837

Hematocrit (%) 1.00 (0.95-1.05) 0.984

Platelets (x109/L) 1.00 (0.99-1.00) 0.046 1.00 (0.99-1.01) 0.931

Leukocytes (x109/L) 0.89 (0.78-1.01) 0.078 0.79 (0.60-1.05) 0.100

INR 1.29 (0.48-3.45) 0617

Alpha-fetoprotein (ng/mL) 1.01 (1.00-1.02) 0.151

Albumin (g/dL) 0.74 (0.44-1.24) 0.247

GOT (IUIL) 1.01 (1.00-1.01) 0.001 1.00 (0.99-1.00) 0.564
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GPT (IU/L)
Alkaline phosphatase (IU/L)
GGT (IUIL)

Creatinine {mg/dL)

Urea (mg/dL)

Glucose (mg/dL)

Sodium (mmoliL)
Potassium {mmol/L)
Cholesterol (mg/dL)
Bilirubin (mg/dL)

1.01 (1.00-1.02)
1.00 (1.00-1.01)
1.00 (1.00-1.00)
0.26 (0.07-0.97)
0.97 (0.95-1.00

( )
1.00 (0.99-1.00)
0.95 (0.88-1.03)
1.00 (0.59-1.68)
1.00 (0.99-1.01)

(

1.20 (0.97-1.50)

0.133
0.052
0.476
0.045
0.024
0.299
0.227
0.999
0.942
0.099

1.00 (1.00-1.01) 0617
0.44 (0.07-2.79) 0.381
0.98 (0.95-1.01) 0.247
0.79 (0.46-1.35) 0.386

HR = Hazard ratio derived from Cox regression analysis; 95% Cl = 95% confidence interval. Variables con p-values < 0.1 in the
univariable analysis were included in the multivariable analysis.
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Tabla suplementaria 3

Supplementary_Table 3: Regression analysis for liver cancer

Fine and Gray competing risk regression analysis

Cox regression analysis

Univariable analysis

Multivariable analysis

Univariable analysis

Multivariable analysis

Variable SHR (95% CI) p-value SHR (95% CI) p-value HR {95% CI) p-value HR (95% CI) p-value
Age 0.98(0.94-102) 0310 0.98(0.94-1.03)  0.482
Sex (Female) 063(023169) 0350 055(0.20-148) 0482
Etiology (Alcohol) 0.75(0.32-1.74)  0.500 0.83(0.36-1.96)  0.678
Etiology (Virus) 337 (132-857) 0011  425(176-10.30) 0.001  312(1.22-796) 0018 3.99(151-10.50) 0.005
Tobacco (Smoker) 297(089-991) 0077  259(0.78858) 0120  3.40(102-1132) 0046 313(0.93-1050) 0.065
(Former-smoker) 3.42(1.07-10.90) 0038  4.14(1.38-1242) 0011 368 (1.15-11.73) 0028 436 (1.30-1459) 0.017
uﬂ%ﬂw episodes of 066 (0.26-164)  0.370 0.80 (0.31-2.05)  0.641
e iopath 068 (010-480) 0700 073(0.10-548)  0.763
phalopaty . 069 (0.20-2.36) 0550 204 (0.72-580)  0.180
Upper gastrointestinal bleeding
Child-Pugh score (B+C vs. A) 301(132-6.87) 0009  255(117-556) 0019  354(151-830) 0004 276(1.166.60) 0022
Meld score 104 (0.96-114) 0310 1.07 (0.96-120)  0.193
Varices 134 (057-314) 0500 153 (0.64-365)  0.340
Beta-Blockers 107 (0.42274) 0880 123 (0.48-314)  0.666
Proton pump inhibitors 042 (0.14-124) 0120 0.45(0.15-1.33)  0.148
sID 206 (057-7.39) 0270 2.09(0.48-8.98)  0.324
Diuretics 052 (0.20-1.35)  0.180 056 (0.21-1.53)  0.261
Lactulose 170 (053-546) 0370 192 (057-650) 0294
Statins 0.66 (0.162.78)  0.570 0.77 (0.18-3.32)  0.731
Metformin 050(0.11218)  0.350 048(0.112.04)  0.318

SHR = subdistribution hazard ratio derived from Fine and Gray analysis; HR = Hazard ratio derived from Cox regression analysis; 95% Cl = 95% confidence interval.
Fine-Gray analysis was performed to evaluate cancer outcome with the composite variable made up of deaths from any cause and liver transplantation as a competing

event. Variables con p-values < 0.1 in the univariable analysis were included in the multivariable analysis.
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Supplementary_Table 4: Cox regression analysis for liver cancer (time-varying covariates)

Cox regression analysis (time-varying covariates)

Univariable analysis Multivariable analysis

Tabla suplementaria 4

Time-varying variable HR (95% CI) p-value HR (95% CI) p-value

Child-Pugh score (B+C vs. A) 3.04 (1.49-6.21) 0.002 6.56 (1.36-31.60) 0.019

Meld 1.02 (0.96-1.08) 0.500

Varices 1.52 (0.78-2.98) 0.219

Tobacco (Smoker) 3.40 (1.01-11.50) 0.049 2.86 (0.70-11.70) 0.145
(Former-smoker) 4.47 (1.39-14.30) 0.012 4.34 (1.13-16.70) 0.033

Beta-Blockers 1.25 (0.62-2.51) 0.500

Proton pump inhibitors 0.42 (0.18-0.95) 0.037 0.60 (0.18-2.03) 0.413

SID 2.23 (0.79-6.30) 0.130

Diuretics 0.68 (0.32-1.44) 0.300

Lactulose 1 (0.34-3.63) 0.900

Statins 0.95 (0.37-2.45) 0.950

Metformin 0.58 (0.21-1.64) 0.300

Red blood cells (x1012/L) 0.64 (0.41-1.01) 0.053 1.23 (0.48-3.15) 0.671

Hemoglobin (g/dL) 0.90 (0.77-1.04) 0.150

Hematocrit (%) 0.96 (0.91-1.01) 0.110

Platelets (x109/L) 0.99 (0.98-1.00) 0.012 1.00 (0.99-1.01) 0.942

Leukocytes (x109/L) 0.83 (0.70-0.99) 0.043 0.65 (0.42-1.02) 0.063

INR 1.48 (0.54-4.06) 0.400

Alpha-fetoprotein (ng/mL) 1.01 (1.00-1.02) 0.054 1.01 (0.99-1.03) 0.194

Albumin (g/dL) 0.50 (0.27-0.95) 0.034 1.23 (0.39-3.82) 0.726

GOT (IUL) 1.01 (1.00-1.01) 0.001 0.99 (0.98-1.00) 0.194
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GPT (IU/L)
Alkaline phosphatase (IU/L)
GGT (IUIL)

Creatinine (mg/dL)

Urea (mg/dL)

Glucose (mg/dL)

Sodium (mmol/L)
Potassium (mmol/L)
Cholesterol (mg/dL)
Bilirubin (mg/dL)

1.01 (1.00-1.02

1.01 (1.00-1.01

1.00 (1.00-1.00

( )
( )
( )
0.09 (0.01-0.63)
0.96 (0.93-1.00)
0.99 (0.98-1.00)
0.97 (0.87-1.08)
0.64 (0.32-1.26)
1.00 (0.99-1.01)
(

1.32 (1.03-1.68)

0.140
0.001
0.800
0.016
0.024
0.200
0600
0.200
0.500
g.027

1.01 {1.00-1.01) 0.090
0.20 (0.01-4.01) 0.292
0.97 (0.93-1.02) 0.232
0.63 (0.31-1.28) 0.209

HR = Hazard ratio derived from Cox regression analysis; 93% Cl = 95% confidence interval. Variables con p-values < 0.1 in the
univariable analysis were included in the multivariable analysis.
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Tabla suplementaria 5

Supplementary Table 5: Regression analysis for extrahepatic cancer

Fine and Gray competing risk regression analysis

Cox regression analysis

Univariable analysis

Multivariable analysis

Univariable analysis

Multivariable analysis

Variable SHR(95% Cl)  pvalue  SHR(95%CI)  pvalue  HR(95%CI)  pvalue HR(95%CI)  p-value
Age 1.03(0.98-1.08)  0.260 1.04(0.98-1.09)  0.219
Sex (Female) 0.86 (0.31-2.41)  0.780 0.76 (0.27-217)  0.611
Etiology (Alcohol) 211(079-567)  0.140 219(0.81-5.91)  0.123
Etiology (Virus) 0.49(0.17-1.40)  0.190 0.49 (0.17-1.40)  0.185
Tobacco (Smoker) 304(0.91-10.14) 0071  3.04(0.91-10.14) 0071  3.43(1.03-11.41) 0044 3.43(1.03-11.41) 0.044
(Former-smoker) 169 (0.46-6.22) 0430  169(0.466.22) 0430  183(0.49-6.81) 0369  183(0.496.81) 0.369
Previous episodes of 1.49 (0.57-3.91)  0.419
Ascites 1.30 (0.50-3.37)  0.590
201(046-882)  0.354
Encephalopathy 207(0.48-9.00)  0.330 2.04(0.72560) 0180
Upper gastrointestinal bleeding 1.8 (0.67-5.29)  0.230 S e .
Child-Pugh score (B+C vs. A) 0.26 (0.03-2.03)  0.200 0.35(0.05261)  0.303
Meld score 0.94 (0.80-1.11)  0.470 0.98 (0.83-1.15)  0.781
Varices 1.07 (0.41-2.79)  0.890 125(0.48-3.29)  0.647
Beta-Blockers 121(0.42-346)  0.730 1.39(0.49-3.95)  0.535
Proton pump inhibitors 1.85(0.72-4.77)  0.200 185 (0.71-4.81)  0.204
SID 1.39(0.20-9.98)  0.740 1.45(0.19-10.90)  0.721
Diuretics 1.04(0.39-2.80)  0.930 1.08 (0.40-2.92)  0.879
Lactulose 2.37 (0.70-8.01)  0.170 263(0.75-9.16)  0.129
Statins 214(070651)  0.180 2.28(0.747.00)  0.149
Metformin 1.09(0.33-366)  0.880 1.06 (0.30-3.69)  0.926

SHR = supdisiribution hazard ratio derived from Fine and Gray analysis; HR = Hazard ratio derived from Cox regression analysis; 95% Cl = 99% confidence interval.
Fine-Gray analysis was performed to evaluate cancer outcome with the composite variable made up of deaths from any cause and liver transplantation as a competing

event. Variables con p-values < 0.1 in the univariable analysis were included in the multivariable analysis.
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Supplementary Table 6: Cox regression analysis for extrahepatic cancer (time-varying covariates)

Cox regression analysis (time-varying covariates)

Univariable analysis Multivariable analysis

Tabla suplementaria 6

Time-varying variable HR (95% CI) p-value HR (95% CI) p-value

Child-Pugh score (B+C vs. A) 0.63 (0.15-2.66) 0.525

Meld 0.97 (0.85-1.10) 0.647

Varices 1.28 (0.58-2.82) 0.544

Tobacco (Smoker) 3.15 (0.95-10.50) 0.061 2.32 (0.64-8.40) 0.201
(Former-smoker) 2.18 (0.58-8.15) 0.248 1.68 (0.41-6.80) 0.468

Beta-Blockers 1.63 (0.73-3.686) 0.236

Proton pump inhibitors 1.87 (0.67-4.04) 0.110

SID 0.80 (0.11-5.91) 0.827

Diuretics 0.98 (0.43-2.27) 0.971

Lactulose 2.39(0.82-6.97) 0112

Statins 1.85 (0.74-4.61) 0.189

Metformin 1.22 (0.46-3.24) 0.688

Red blood cells (x1012/L) 1.68 (0.91-3.08) 0.100

Hemoglobin (g/dL) 1.26 (1.01-1.57) 0.037 1.18 (0.91-1.53) 0.203

Hematocrit (%) 1.08 (0.98-1.18) 0.451

Platelets (x109/L) 1.00 (0.99-1.01) 0.942

Leukocytes (x109/L) 0.97 (0.79-1.18) 0.742

INR 0.78 (0.08-7.37) 0.824

Alpha-fetoprotein (ng/mL) 0.98 (0.91-1.06) 0.682

Albumin (g/dL) 1.41 (0.58-3.45) 0.454

GOT (lU/L)y 1.01 (1.00-1.01) 0.082 1.00 {1.00-1.01) 0.379
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GPT (1U/L)

Alkaline phosphatase (IU/L)
GGT (IU/L)

Creatinine (mg/dL)

Urea (mg/dL)

Glucose (mgidL)

Sodium (mmol/L)
Potassium (mmaol/L)
Cholesterol (mg/dL)
Bilirubin {mg/dL)

1.00 (0.99-1.02)
0.99 (0.98-1.00)
1.00 (1.00-1.00)
0.72 (0.16-3.17)
0.99 (0.95-1.02)
1.00 (0.99-1.01)
0.93 (0.83-1.05)
1.85 (0.86-4.00)

)

(
(
(
(
1.00 (0.99-1.01

(

0.96 (0.60-1.54)

0.597
0.236
0.450
0.664
0.377
0.959
0.236
0.116
0.488
0.873

HR = Hazard ratio derived from Cox regression analysis; 95% Cl = 95% confidence interval. Variables con p-values < 0.1 in the

univariable analysis were included in the multivariable analysis.
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Tabla suplementaria 7

Supplementary Table 7: HCC Cox regression

Anexos

Univariate analysis

Multivariate analysis

HR (95%
0,
variable beta HR (95% Cl for P val beta Cl for P val
HR)
HR)
1.005 (0.9649-
Edad 0.005 1.046) 0.814
0.9814 (0.4772-
Sexo -0.019 2.018) 0.959
Etiologia (vs
alcohol)
. 1.8059 (0.8131-
virus 0.591 4.011) 0.147
. 1.9207 (0.6489-
alcohol+virus 0.653 5.685) 0.238
0.8247 (0.2250-
otras -0.193 3.023) 0.771
1.024 (0.9248-
Meld 0.024 1.135) 0.644
Child_cat (B-C vs 2.378 (1.117 1.62
A) - " 0.866 5'063) ) 0.025 0.484 (0.58- 0.356
) 4.54)
. 1.012 (0.4987-
Varices_HTP 0.012 2.056) 0.973
1.092 (0.4471-
Prev_HDA 0.088 2.668) 0.846
. 0.6492 (0.2975-
Prev_ascit -0.432 1.417) 0.278
1.133 (0.5668-
DIABETES 0.125 2.263) 0.724
Tabaco
2.020 (0.8689-
Smoker 0.703 4.698) 0.102
1.882 (0.8075-
Ex-smoker 0.632 4.386) 0.143
1.652 (0.816-
BB 0.502 3.343) 0.163
0.5354 (0.2327-
IBPs -0.625 1.232) 0.142
0.9288 (0.1261-
DIS -0.074 6.843) 0.942
. . 0.8055 (0.3713-
diureticos -0.216 1.748) 0.584
0.912 (0.2162-
lactulosa -0.092 3.847) 0.900
. 1.037 (0.3129-
Estatinas 0.036 3.436) 0.953
. 0.6662 (0.2333-
metformina -0.406 1.902) 0.448
1.499 (0.7578-
TTOVHC 0.405 2.964) 0.245
TTOVHB -17.290 3.112e-08 (0-Inf) 0.997
Hties -0.323 0.7237 (0.4401- 0.202

1.19)
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Univariate analysis Multivariate analysis
HR (95%
0,
variable beta HR (95% Cl for P val beta Cl for P val
HR)
HR)
0.9084 (0.775-
Hb -0.096 1.065) 0.236
Htcto -0.037 0.9633 (0.91-1.02) 0.199
0.994 (0.9868-
Plag -0.006 1.001) 0.110
0.89
Leucos -0.162 0.8503 (0.7092- 0.080 -0.122 (0.74- 0.199
1.019)
1.07)
0.93 (0.2343-
INR -0.073 3.691) 0.918
1.002 (0.9897-
Alfafetoprot 0.002 1.015) 0.731
0.66
Alb -0.923 0.3972 (0.2068- 0.006 -0.409 (0.26- 0.401
0.763)
1.73)
1.00
GOT 0.008 1.008 (0.9991- 0.077 0.003 (0.99- 0.574
1.018)
1.02)
1.002 (0.9906-
GPT 0.002 1.014) 0.716
1.008
FA 0.006 :.gg:)(1.003- 0.001 0.005 (1.00- 0.017
. 1.01)
GGT 0.002 1(0.9985-1.002) 0.804
0.4083 (0.07338-
Cr -0.896 2.272) 0.306
1.006 (0.9815-
Urea 0.006 1.03) 0.654
0.9975 (0.9871-
Glucosa -0.002 1.008) 0.644
0.9591 (0.8437-
Na -0.042 1.09) 0.523
0.7411 (0.3472-
K -0.300 1.582) 0.439
0.9944 (0.9844-
Col -0.006 1.005) 0.277
. 1.145 (0.8995-
Bi 0.135 1.457) 0.272
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Tabla suplementaria 8

Supplementary Table 8: Extrahepatic cancer univariate Cox regression

Univariate analysis Multivariate analysis
. HR (95% CI HR (95% ClI
variable beta for HR) p.value beta for HR) p.value
Edad 0.050 1.05 (1.004- 0.033 0.062 1.06(1.01-1.13) 0.026
1.10)
0.96 (0.43-
Sexo -0.044 2.13) 0.914
Etiologia (vs
alcohol)
. 0.50 (0.19-
virus -0.696 1.32) 0.161
. 0.60 (0.13-
alcohol+virus  -0.509 2.71) 0.508
1.37 (0.54-
otras 0.313 3.48) 0.511
1.01 (0.90-
Meld 0.011 1.13) 0.853
. 0.59 (0.18-
Child_cat_rec -0.529 1.96) 0.389
Varices HTP 1148 3.15(1.19- 0021 1.189 3.28(1.10-9.84) 0.034
- 8.36)
1.73 (0.73-
Prev_HDA 0.545 4.09) 0.216
. 1.55 (0.73-
Prev_ascit 0.439 3.32) 0.260
0.86 (0.39-
DIABETES -0.156 1.87) 0.695
Tabaco
2.21 (0.95- 0.925 2.52 (0.94- 0.065
Smoker 0.793 5.17) 0.067 6.74)
Ex-smoker -0.032 0.97 (0.35- 0.951 -0.741 0.48 (0.14-1.62) 0.235
2.69)
0.81 (0.33-
BB -0.213 1.99) 0.645
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Univariate analysis

Multivariate analysis

variable beta HR (95% Cl p.value beta HR (95% Cl p.value
for HR) for HR)

IBPs 0.471 1'62_23')76' 0.218

DIS 1099 367(L09- o 0.356 1.43(0.37-5.57)  0.608
12.36)

diureticos 0.437 1'5;;2')72' 0.263

actulosa 0990 269092~ . 0.962 2.62(0.81-8.43) 0.107
7.94)

Estatinas 107, 359(@s0- 1.078 2.94(1.02-8.50)  0.046
8.60)

metformina 0.214 1'2;(()%')50_ 0.645

TTOVHC -0.694 0'5323')21' 0.133

TTOVHB — 3'2?2? O 997

Hties 0.165 1'12_32568' 0.562

Hb 0.114 1'112“,23')94' 0.216

Htcto 0.026 l'of_i%')%' 0.442

Plag 0.001 1‘03%(()%')99' 0.837

Leucos 0.027 l'of_g')%' 0.764

INR -0.294 0'7:.&))‘)15' 0.714

Alfafetoprot -0.103 0'933%')78' 0.203

Alb 0.086 1'03_4(1%')48' 0.836

GOT 0.004 1'0(_,):10(20)'99' 0.468

GPT -16(&538- 1(0.99-1.01) 0.998
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Univariate analysis

Multivariate analysis

variable beta HTO(?a(:/;)CI p.value beta HI?O(?ﬁ:/;)CI p.value
FA -0.002 1'038')99' 0.690
GGT -0.001 1'03(()%;97' 0.634
Cr 0.312 1'31_32')46' 0.571
Urea 0.011 1'011.33')99' 0.413
Glucosa 0.006 1'011_82'3)98' 0.127
Na -0.044 0'9;5_;%)83' 0.532
K ogss 23503 o 0.489 1.63(0.69-3.85)  0.265
5.33)
Col -0.001 1'0%2‘)99' 0.930
Bi -0.083 0.912.:22.)63— 0.661
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Tabla suplementaria 9

Anexos

Supplementary Table 9: Exitus or liver transplant univariate Cox regression

Univariate analysis

variable beta HR (95% ClI for HR) p.value
Edad 0.044 1.05 (1.01-1.08) 0.011
Sexo -0.861 0.43 (0.20-0.91) 0.028
Etiologia (vs alcohol)
virus  -0.813 0.44 (0.22-0.93) 0.032
alcohol+virus  0.212 1.24 (0.58-2.89) 0.626
otras -0.448 0.64 (0.26-1.58) 0.330
Meld 0.145 1.16 (1.08-1.23) 9.8e-06
Child_cat (B-C vs. A) 0.987 2.68 (1.43-5.03) 0.002
Varices_ HTP 1.181 3.26 (1.51-7.02) 0.003
Prev_HDA 0.620 1.86 (0.97-3.57) 0.062
Prev_ascit 0.895 2.45 (1.36-4.40) 0.003
DIABETES -0.524 0.59 (0.31-1.13) 0.110
Tabaco
Smoker  0.690 1.99 (0.998-3.98) 0.051
Ex-smoker  0.243 1.28 (0.61-2.68) 0.521
BB 0.704 2.02 (1.11-3.68) 0.021
IBPs 0.305 1.36 (0.75-2.46) 0.317
DIS 0.227 1.26 (0.30-5.20) 0.754
diureticos 0.566 1.76 (0.98-3.15) 0.057
lactulosa 0.815 2.26 (1.00-5.09) 0.049
Estatinas 0.680 1.97 (0.92-4.26) 0.083
metformina -0.627 0.53 (0.21-1.36) 0.189
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Univariate analysis

variable beta HR (95% ClI for HR) p.value
TTOVHC -0.821 0.44 (0.21-0.91) 0.028
TTOVHB -17.41 2.7e-08 (0-Inf) 0.996
Hties -0.434 0.65 (0.42-0.997) 0.048
Hb -0.024 0.98 (0.85-1.12) 0.743
Htcto -0.025 0.98 (0.93-1.03) 0.324
Plag -0.008 0.99 (0.99-0.998) 0.011
Leucos -0.064 0.938 (0.81-1.09) 0.398
INR 1.020 2.77 (1.47-5.23) 0.002
Alfafetoprot -0.008 0.99 (0.97-1.02) 0.572
Alb -1.445 0.24 (0.14-0.40) 0.0001
GOT 0.006 1.006 (0.997-1.015) 0.190
GPT -0.0004 0.9996 (0.988-1.012) 0.951
FA 0.003 1.003 (0.999-1.008) 0.123
GGT 0.0003 1 (0.999-1.002) 0.670
Cr 0.636 1.89 (1.06-3.37) 0.032
Urea -0.0007 0.999 (0.976-1.023) 0.956
Glucosa -0.0003 0.999 (0.992-1.008) 0.946
Na -0.183 0.83 (0.76-0.92) 0.0002
K 0.580 1.79 (0.94-3.39) 0.077
Col -0.007 0.99 (0.98-1.002) 0.125
Bi 0.290 1.34 (1.15-1.56) 0.0002
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Documento suplementario 1: Consentimiento informado

Hoja de Informacién al Paciente
Unidad Hepatica
CIBERehd
Hospital General Universitario de Alicante

Titulo del estudio: Caracterizacion de la interaccion entre el Sistema Inmune y

el Sistema Nervioso Simpatico y su relacion con el desarrollo de

hepatocarcinoma en cirrosis

Introduccién y objetivo del estudio: le proponemos participar en un proyecto
de investigacion que estamos realizando en el Hospital General Universitario de
Alicante. Los pacientes como usted que sufren un problema del higado conocido
como cirrosis son seguidos estrechamente con visitas cada 6 meses y analiticas
y/o ecografias para detectar cualquier cambio en su higado que sugiera el
desarrollo de un tumor y asi poder tratar estas lesiones lo antes posible.

No se conocen los factores que hacen que unas personas con Ccirrosis
desarrollen estos tumores y otras no. Existen trabajos que sugieren que algunos
pacientes con cirrosis mantienen una inflamacién excesiva en su higado
durante mucho tiempo que entre otros factores puede ser consecuencia de la
llegada de fragmentos de bacterias o de otros gérmenes desde el intestino al
higado. La inflamacion del higado es consecuencia de la respuesta del sistema
inmune (de las células que defienden al organismo) contra estas sustancias
extrafias y normalmente no debe mantenerse mucho tiempo porque puede

acabar dafiando al propio paciente. Existen otros sistemas del organismo (como
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el sistema nervioso) que regulan la respuesta inflamatoria causada por el
sistema inmune limitandola en el tiempo y a los 6rganos donde haya un
problema. Si esta regulacion falla y se produce una inflamacion crénica
excesiva puede progresar la cirrosis y aumentar el riesgo de desarrollar
tumores. Igualmente, si el sistema inmune se frena excesivamente puede no

eliminar las células tumorales que aparezcan.

Objetivo del estudio: el objetivo de este estudio es conocer como funcionan
estos dos sistemas (inmune y nervioso) en pacientes como usted con cirrosis y
como pueden cambiar a lo largo del tiempo y ver si estos cambios guardan
alguna relacion con la evolucion de su enfermedad y el riesgo de aparicion de

tumores.

Participacion voluntaria

Es muy importante que usted sepa que es libre de decidir si quiere participar en
este estudio, sin que esto condicione la atenciébn médica que se le esta
prestando y se le prestard en adelante. Ademas, podria retirar su
consentimiento para este estudio en cualquier momento sin necesidad de tener
que dar explicaciones. Si decide retirar su consentimiento después de habernos
facilitado las muestras, tiene que avisarnos para que sus muestras sean

destruidas.

Descripcion general del estudio

Si acepta participar en el estudio, debera firmar el consentimiento informado

que acompafa a esta hoja de informacién del que se le proporcionara una
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copia, y el consentimiento para donar una parte de la sangre que se le extraiga
en las analiticas rutirnarias que su médico le realiza al banco de muestras del
Hospital General Universitario de Alicante. En esta muestra de sangre se va a
estudiar si existen fragmentos de ADN de bacterias (material genético de
bacterias) para conocer si pueden existir bacterias en una cantidad tan pequefia
que no se identificarian por los medios habituales. En ningun caso se va a
estudiar material genético humano. Igualmente, se determinaran una serie de
moléculas (citoquinas) que se elevan cuando se activa el sistema inmune y
otras como las catecolaminas que indican el grado de activacion del sistema
nervioso. También se va a estudiar que células de sus sistema inmune estan
mas activadas y su grado de activacion. Ademas, se recogeran datos clinicos
referentes a la evolucion de su enfermedad y a su situacion clinica coincidiendo

con cada muestra de sangre.

Confidencialidad

Todos los datos clinicos referentes a su enfermedad se trataran en todo
momento de manera confidencial y andnima, identificandolos mediante un
codigo y no por su nombre ni cualquier otro identificador que le relacione con
esta informacion. En todo momento se respetar4 la normativa sobre el
tratamiento de datos personales regulada por la Ley 15/1999 de Proteccién de
Datos de Caracter Personal.

Aunqgue los resultados globales sean publicados, no se revelara su identidad,
qgue solo sera conocida por el Investigador Principal. Usted tiene derecho de
acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion al uso de sus datos personales

en cualquier momento para lo que debera dirigirse al Investigador. Su nombre
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o identidad no apareceran en ningun informe, resultado o publicaciéon

relacionada con el estudio.

Otra informacién relevante

Este estudio se realiza respetando los principios de la Declaracion de Helsinki y
enmiendas referente a la investigacion médica en seres humanos y de acuerdo
con la normas de Buena Practica Clinica. El estudio ha sido aprobado por el
Comité Etico de Invstigacion Clinica del Hospital General Universitario de
Alicante.

Este estudio es un estudio sin &nimo de lucro que pretende responder a
preguntas que se consideran relevantes en el futuro tratamiento de pacientes
como usted. Los costes de las pruebas de laboratorio son financiados por una
beca publica concedida por el Instituto de Salud Carlos Il (Ministerio de
Economia y Competitividad). Ninguno de los investigadores ni el centro reciben
gratificacion econdémica alguna por su participacion en el estudio. Con este
estudio no se pretende desarrollar ningln procedimiento que conduzca a un

registro de patente comercial.

Contacto

Si tiene alguna duda sobre la informacién que acaba de leer, pregunte al médico
que le ha facilitado esta hoja. Si en el futuro surge algun problema relacionado
con el estudio puede contactar con el investigador principal, Dr. Pedro Zapater
(Centro de Investigacion en Red en Enfermedades Hepaticas y Digestivas del
Hospital Universitario de Alicante, teléfono: 965913928) o alguno de sus

colaboradores.
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Anexos

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Titulo del estudio: “Caracterizacién de la interaccién entre el Sistema Inmuney el
Sistema Nervioso Simpatico y su relacién con el desarrollo de hepatocarcinoma

en cirrosis”

(nombre y apellidos)

- He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

- He podido hacer preguntas sobre el estudio.

- He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

-He hablado CON ...

(nombre y apellidos del investigador)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
- Cuando quiera.
- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

! o - T (o [T de............
Firma del participante Firma del Investigador
Fecha: Fecha:
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Herrera I, Almenara S, Bellot P, Miralles C, Rodriguez M, Gémez-Gonzaélez L,
Palazon JM, Pascual S, Zapater P. Tobacco is a Leading Risk Factor for Liver and
Extrahepatic Cancers in Patients With Liver Cirrhosis: A Prospective Cohort
Study. J Clin Exp Hepatol. 2024 Nov-Dec;14(6):101472. doi:
10.1016/j.jceh.2024.101472. Epub 2024 Jun 22. PMID: 39100888; PMCID:
PMC11292550.
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Tobacco is a Leading Risk Factor for Liver and g
Extrahepatic Cancers in Patients With Liver Cirrhosis: | @&
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Lucia Gémez-Gonzdlez Y, José M. Palazén ™, Sonia Pascual **
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Alicante, Spain, § Clinical Pharmacology Unit, Dr. Balmis General University Hospital, Alicante, Spain, HCIBEFa’ehd, Health Institute Carlos /i,
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Background & aims: This study aims to assess the incidence and characteristics of all cancers, hepatocellular car-
cinoma (HCC), and extrahepatic cancers in patients with cirrhosis of various etiologies. Methods: Prospective
cohort study in patients with cirrhosis but no cancer, followed every 6-9 months through the HCC early detection
program. Cancer incidence was compared with Spanish population data to calculate standardized incidence ra-
tios (SIR), and cumulative incidence was calculated separately for cancer and competing events. Longitudinal
outcomes were assessed with multivariate Fine-Gray and Cox regression models. Results: A total of 215 patients
(68.4% male, median age 61 years) were included. Cirrhotic etiology was alcohol (38%), hepatitis B or C virus
infection (36%), alcohol plus hepatitis B or C virus infection (9%), and other causes (17%). Sixty percent were cur-
rent or former smokers. Thirty-nine cancers were observed (56% liver cancer), while 3.3 were expected (SIR 11.7;
95% confidence interval [CI] 8.6-16.1). Ten (4.6%) patients were censored for liver transplantation and 34 (15.8%)
for death, constituting relevant competing risks. Smoking was significantly associated with overall cancer inci-
dence (smokers: subdistribution hazard ratio [SHR] 3.14, 95% CI 1.33-7.38; former smokers: SHR 2.54, 95% CI
1.08-5.98). In the multivariable regression analysis, viral etiology, Child-Pugh score (B or C versus A), and smok-
ing were associated with liver cancer, and smoking with extrahepatic cancer. Conclusions: Patients with cirrhosis
have an 11-fold risk of cancer compared to the general population. Risk is increased in liver and non-liver can-
cers. Active surveillance of any type of cancer and smoking cessation interventions are needed in these pa-
tients. (J Crin Exp HeraToL 2024;14:101472)

epatocellular carcinoma (HCC) is the most com-
mon type of liver cancer and the third cause of
cancer death worldwide." Advanced liver fibrosis
and cirrhosis are the main risk factors for HCC, with
70%-90% of all detected HCCs occurring in patients with
chronic liver disease or cirrhosis.” Several predictors of
HCC relate to the severity of cirrhosis, including parame-
ters indicative of liver failure, such as bilirubin, albumin,
and prothrombin activity; and of portal hypertension,
such as platelet count, the presence of varices, and a hepatic
venous pressure gradient of over 10 mmHg.Z’3
Retrospective studies have estimated a twofold risk of
extrahepatic cancers in patients with cirrhosis of any etiol-
ogy.4 7 These studies identified patients and cancers in
discharge diagnosis registers and medical records,

obtaining limited information on potential confounders
and changes over time in disease severity, comorbidities,
drugs, or exposure to carcinogens such as tobacco or
alcohol.” Previous studies in patients with primary biliary
cirrhosis have reported conflicting results, with some
studies reporting an increased risk of liver cancer® '’ and
others finding no association."' " A systematic review
and meta-analysis found double the prevalence of colorectal
neoplasia in patients with hepatitis and cirrhosis compared
with the general population.15 Data at five years follow-up
in a cohort of 1671 French patients with biopsy-confirmed
hepatitis B or C virus were published in 2018, showing an
increased risk of extrahepatic cancers compared to the gen-
eral French population.l(’ Both in this study and in a previ-
ous retrospective one, extrahepatic cancers were the main
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cause of death in patients who had achieved hepatitis B vi-
rus control or hepatitis C virus eradication.'®'” A recently
published systematic review and meta-analysis found an
eight-fold higher overall pooled incidence rate of extrahe-
patic cancers compared to HCC in patients with metabolic
dysfunction-associated steatohepatitis (MASH). However,
unlike HCC, the incidence rate of extrahepatic cancers
was similar in patients with advanced fibrosis and
cirrhosis.'®

There is a need for high-quality, prospective data on the
risk of extrahepatic cancers in patients with cirrhosis of any
etiology, in order to understand the true risk after control-
ling for potential confounders. This information has
become especially important in the last 10 years, as the man-
agement and treatment of these patients have changed
significantly. A few studies have even suggested that certain
treatments used in these patients, such as antidiabetics,
beta-blockers, or statins, could modify the risk of can-
cer."””” Thus, this study aims to assess the incidence and
describe the characteristics of any cancer, HCC, and extrahe-
patic cancers in patients with cirrhosis of various etiologies.

METHODS

Patients

The study included patients with cirrhosis of any etiology
but no diagnosis of cancer who were enrolled in the HCC
surveillance program at Dr. Balmis University General
Hospital (Alicante, Spain) from January 2015 to June
2016. Hepatologists of the liver unit included only patients
with no personal or family history of cancer. At the time of
inclusion, all patients underwent anamnesis, physical ex-
amination, laboratory tests and imaging tests, and those
who showed any suspicious symptom or sign of cancer
were excluded and had a complete medical examination.

At baseline, smoking status was obtained from the clin-
ical interview, and patients were classified into three cate-
gories: never smokers, ex-smokers, and current smokers.
Never smokers were defined as patients who had never
smoked until the time of interview, ex-smokers as those
who stopped smoking at least one year before the inter-
view, and current smokers as people who smoked at the
time or during the year prior to the interview.

According to Spanish guidelines,21 all patients under-
went blood testing and an abdominal Doppler ultrasound
every six months. An abdominal CT scan or magnetic reso-
nance imaging (MRI) was performed if ultrasound find-
ings were suggestive of HCC. When the detected tumor
did not meet radiological criteria for HCC, a liver biopsy
was performed, following criteria of the European Associ-
ation for the Study of the Liver.”” Surveillance strategies
for extrahepatic cancers were performed according to

HERRERA ET AL

Spanish guidelines for different types of cancer, medical
history, and family history.

Study Design

Information on patients’ clinical evolution was prospec-
tively collected according to surveillance program proced-
ures. The length of follow-up was defined as the time
from the inclusion of the patient in the HCC surveillance
program until November 2021 or upon liver transplanta-
tion or death. Standard clinical and biological data were re-
corded every six to nine months by the attending
hepatologist. Doppler ultrasound was performed by an
experienced operator every six months to detect the devel-
opment of any liver cancer. Following the Baveno VI
consensus from 2015,> regular endoscopic examinations
were performed, associated with preventive therapy when-
ever needed. All treatments at inclusion and any modifica-
tion during follow-up were recorded. During the
observation period, all events were recorded, including ep-
isodes of ascites, spontaneous bacterial peritonitis, enceph-
alopathy, and upper gastrointestinal bleeding.
Hemartological, biochemical, and coagulation variables
were recorded at each hospital visit. All cancers were re-
corded and classified as liver cancer (HCC and cholangio-
carcinoma) or extrahepatic cancer (including lymphoid
and related tissue cancers, as well as solid tissue cancers).
The ethics committee of Dr. Balmis General University
Hospital approved the study protocol, and all patients pro-
vided informed consent for inclusion in the study.

Statistical Analysis

Continuous variables are expressed as mean and standard
deviation (SD). Categorical variables are presented as
counts and percentages. Incidence was calculated as the
number of cancer events divided by total person-years
at risk. Cancer incidence in the study sample was
compared with annual incidence rates from the Spanish
population (European Cancer Information System
2020) using the standardized incidence ratio (SIR),
computed as the number of observed cases in the study
divided by the number of expected cases. To adjust for
variability in incidence rates, the person-years at risk
were stratified by age groups (50-69 years and >70 years),
sex, and calendar year (2015-2021). The expected number
of cases was calculated as the sum of the product of the
number of person-years for each age/sex group and the
corresponding age- and sex-specific incidence rates in
the Spanish register. The 95% confidence intervals (CI)
of the SIR were calculated using a Poisson distribution.
Observed rates were considered significantly different if
the confidence interval did not cross the point of null ef-
fect (1.00).

2 © 2024 Indian National Association for Study of the Liver. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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The time from the inclusion in the surveillance program
to the overall, liver, or extrahepatic cancer event was
analyzed using survival analysis. These methods depend
on the assumption that censoring is independent. Howev-
er, censoring because of mortality or liver transplantation
is not actually independent, because after one such
competing event has occurred, the occurrence of the event
of interest is no longer possible. Thus, we calculated the
rate of cancer using the cumulative incidence function
(CIF) to produce separate estimates for cancer and the
competing events of death and liver transplantation. The
relationship between baseline demographic and clinical
variables and cancer was analyzed using univariable and
multivariable proportional hazards regression (Cox regres-
sion) and the semiparametric proportional subdistribu-
tion hazards model proposed by Fine and Gray”* that
more accurately assesses the risk of cancer when a
competing risk is present. In a third analysis, analytical pa-
rameters, Child-Pugh and Meld scores, smoking status, ex-
istence of varices, and chronic drug treatments recorded
every 6-9 months during follow-up were evaluated as
time-dependent covariates using a Cox proportional-
hazards regression model. Subgroup analyses were per-
formed to investigate the interaction between cancer risk
and the variables smoking status, viral etiology and
Child-Pugh score significantly associated in both Fine-
Gray and Cox regression analyses. Any variable yielding a
Pvalue of 0.1 or below in univariable analyses was included
in multivariable analysis. All statistical tests were two-
sided, where a P value under 0.05 was considered statisti-
cally significant. Analyses were performed using R Statisti-
cal Software (v4.3.0; R Core Team 2023).

RESULTS

Baseline Characteristics

From January 2015 to June 2016, a total of 239 patients
were referred to the HCC surveillance program, of which
215 were included in this analysis. Sixteen patients were
excluded because they did not give their consent to partic-
ipate in the study, six patients because they were diagnosed
with some type of cancer, and two because their diagnosis
of cirrhosis was not confirmed (Supplementary Figure 1).
The patients were mainly men (68.4%), with a mean age
of 61 years. The etiology of cirrhosis was most frequently
alcohol (38.1%), hepatitis B or C virus infection (35.8%),
or both (9.3%). Other causes were behind 16.7% of the cases
(3% primary biliary cirrhosis, 2% autoimmune cirrhosis, 4%
metabolic dysfunction-associated steatohepatitis, 2% drug-
induced, and 5.7% unknown). Sixty percent of the patients
were current or former smokers, and 38.6% had type 2 dia-
betes. Patients were followed for a median of 4.5 years (in-
terquartile range [IQR] 2.5-5.1). Table 1 shows the
characteristics of the cohort. There were no missing data

at baseline. Less than 2% of the laboratory results were
missing during follow-up which were not imputed nor
included in the time-variant analysis.

Cancer Risk

The duration of follow-up was from the date of enrollment
in the HCC surveillance program to the date of death, liver
transplantation, or November 2021, whichever came first.
In total, 39 cancers were diagnosed in 215 patients (820
person-years), whereas only 3.3 would be expected based
on population rates, yielding an SIR of 11.7 (95% CI 8.6-
16.1; Table 2). A similarly high SIR was observed in both
men and women, and in patients aged 50-69 years and
in those aged 70 years or older (Table 2). No cancer
occurred in patients under 50 years of age. Liver cancer ac-
counted for 56% of all cancers (20 HCC and 2 cholangio-
carcinomas) while 44% of cancers were outside the liver.
Colorectal cancer was the most common extrahepatic can-
cer, as shown in Table 3.

Competing Risk Analysis of Cancer Survival

Over follow-up, 10 patients (4.6%) were censored for liver
transplantation and 34 (15.8%) for death. Among the pa-
tients who died, the causes of death were liver failure
(N = 10), extrahepatic malignancies (N = 8), gastrointes-
tinal bleeding (N = 5), cardiovascular diseases (N = 5), infec-
tions (N = 4), primary liver cell carcinoma (N = 1), and
other non-liver-related causes (N = 1). Figure 1 shows the
CIF for death + liver transplantation, all cancer, liver can-
cer, and extrahepatic cancer. The cumulative incidence of
death + liver transplantation was 4.4% (at 1 year), 6.9% (2
years), 9.5% (3 years), 12.7% (4 years), 16.9% (5 years), and
18.9% (6 years). These figures were similar to the cumula-
tive incidence of overall cancer (3.9%, 6.4%, 11.1%, 14.3%,
19.2%, and 23.3%, respectively; Figure 1A). Lower and
similar incidence of liver cancer (2.4%, 4.0%, 7.1%, 8.2%,
9.9%, 14.0%) and extrahepatic cancer (1.5%, 2.5%, 4.0%,
6.1%, 9.3%, 9.3%) were observed when considered separately
(Figure 1B). These data show that death or liver transplan-
tation attributable to a non-cancer cause are relevant
competing events, which can complicate the interpretation
of classical survival analyses, where death and liver trans-
plantation are considered as non-informative censoring.

Predictors of Overall Cancer Risk

Univariable and multivariable analyses with Fine-Gray and
Cox models (Supplementary Table 1) were performed to
test associations between baseline predictors and any can-
cer. Smoking status was the only variable significantly
associated with the CIF for any cancer (Table 4), with an
SHR of 3.14 (95% CI 1.33-7.38) for smokers and 2.54
(95% CI 1.08-5.98) for former smokers. The CIF for cancer
in current and former smokers clearly exceeded that for
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Table 1 Baseline patient Characteristics (N = 215).

Variable Frequency measure
Age, mean £+ SD 60.9 £9.3
Sex, n (%)
Men 147 (68.4)
Female 68 (31.6)
Etiology of cirrhosis, n (%)
Alcohol 82 (38.1)
Virus 77 (35.8)
Alcohol + Virus 20(9.3)
Others 36 (16.7)
History of cirrhotic complications, n (%)
Ascites 77 (35.8)
Encephalopathy 15 (7.0)
Upper gastrointestinal bleeding 39 (18.1)
Child-Pugh score class, n (%)
A 175 (81.4)
B 33 (15.3)
(¢ 7(3.3)
Meld score, mean = SD 9.6 +3.4
Varices, n (%) 125 (58.1)
Diabetes, n (%) 83 (38.6)
Tobacco use, n (%)
Never smoker 86 (40.0)
Smoker 65 (30.2)
Former smoker 64 (29.8)
Chronic medications, n (%)
Beta-blockers 57 (26.5)
Proton pump inhibitors 72 (33.5)
Selective intestinal decontamination 8(3.7)
Diuretics 71 (33.0)
Lactulose 18 (8.4)
Statins 27 (12.6)
Metformin 32 (14.9)
Analytical data, mean + SD
Red blood cells (x10%2/L) 4.4+ 0.7
Hemoglobin (g/dL) 13.3+2.2
Hematocrit (%) 40.5 £ 6.2
Platelets (x10°/L) 125.0 + 59.3
Leukocytes (x10°/L) 5.6 +2.2
International normalized ratio 1.3+04
Alpha-fetoprotein (ng/mL) 5.7+ 19.0
Albumin (g/dL) 3.7+ 0.6
GOT (IU/L) 405+ 345

HERRERA ET AL

Table 1 (Continued)

Variable Frequency measure
GPT (IU/L) 29.8 £ 22.2
Alkaline phosphatase (IU/L) 107.8 + 62.8
GGT (IU/L) 111.3 + 196.0
Creatinine (mg/dL) 0.9+0.3
Urea (mg/dL) 33.4 +15.9
Glucose (mg/dL) 115.1 + 38.5
Sodium (mmol/L) 140.2 +£ 2.9
Potassium (mmol/L) 4.4+ 0.5
Cholesterol (mg/dL) 162.7 + 39.8
Bilirubin (mg/dL) 12+1.1

GGT: gamma-glutamyl transferase; GOT: glutamic oxaloacetic transam-
inase; GPT: glutamate pyruvate transaminase; SD: standard deviation.

death + liver transplantation after 2 years of follow-up. In
contrast, the CIF for death + liver transplantation was
higher throughout follow-up in never smokers
(Figure 2). In the multivariable Cox regression, smoking
was the only variable significantly associated with any can-
cer in smokers (hazard ratio [HR] 3.40, 95% CI 1.45-7.94)
and former smokers (HR 2.58, 95% CI 1.09-6.12)
(Supplementary Table 1). Similarly, Cox regression anal-
ysis including time-varying covariates showed that smok-
ing was the only variable significantly associated with any
cancer (Supplementary Table 2).

Predictors of Liver Cancer Risk

Viral etiology of cirrhosis, Child-Pugh score (B or C versus
A), and smoking status were significantly associated with
liver cancer in both Fine-Gray and Cox regression analyses
(Table 4; Supplementary Table 3). The CIF for liver cancer
in patients with cirrhosis of viral etiology was higher than
for other etiologies, exceeding the CIF for death + liver
transplantation throughout the follow-up period
(Figure 3). In the case of the tobacco use and Child-Pugh
variables, there was an increase in the CIF for liver cancer
in current and former smokers and in patients with
Child-Pugh class B or C at the time of study inclusion.
However, with these variables, in contrast with our results
for viral etiology, the CIF values for liver cancer were
similar to or below those for death + liver transplantation
(Supplementary Figures 2 and 3). The Child-Pugh score
and tobacco use were also the only covariates whose value
could change during the follow-up that were significantly
associated with the appearance over time of liver cancer
(Supplementary Table 4).

Predictors of Extrahepatic Cancer Risk

There was only a weak association between tobacco use and
extrahepatic cancer risk in the Fine-Gray regression (SHR

4 © 2024 Indian National Association for Study of the Liver. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
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Table 2 Observed and Expected Numbers of Cancer and Standardized Incidence Ratio (SIR) for Cancer in 215 Patients with

Cirrhosis (820 Person-Years).

Observed Expected SIR (95% CI)
Any Liver Extrahepatic Any cancer
cancer cancer cancer

All patients 39 22 17 3.3 11.7 (8.6-16.1)
Male 29 17 12 2.4 12.2 (8.5-17.6)
Female 10 5 5 1 10.5 (5.6-19.5)
Age 50-69 years 29 18 11 2.1 14.1 (9.8-20.2)
Age =70 years 10 4 6 1.2 8.0 (4.3-15.0)

Cl: confidence interval.

Table 3 Extrahepatic Cancers Diagnosed in Patients
(N = 215) With Cirrhosis Over 820 Person-Years of Follow-Up.

Cancer type N (%)
Colorectal 5 (29%)
Gastroesophageal 2 (11.8%)
Pancreatic 2 (11.8%)
Oropharyngeal 2 (11.8%)
Lung 2 (11.8%)
Lymphoma 2 (11.8%)
Prostate 1 (5.9%)
Melanoma 1 (5.9%)
Total 17 (100%)

3.04,95% C10.91-10.14; P=0.071) and Cox regression (HR
343, 95% CI 1.03-11.41; P = 0.044) (Table 4
Supplementary Table 5), with an increased CIF for extrahe-
patic cancer that remained below the CIF for death + liver
transplantation throughout the follow-up period
(Supplementary Figure 4). No significant association was
observed between time-dependent covariates and the devel-
opment of extrahepatic cancer (Supplementary Table 6).

DISCUSSION

Liver cirrhosis is a major source of morbidity and mortal-
ity, causing more than 1.32 million deaths in 2017 and
imposing a substantial burden of disease on many coun-
tries.”” In this prospective, longitudinal study in 215 pa-
tients with compensated cirrhosis, 34 participants died
and 10 had liver transplants. During the first year of
follow-up, the cumulative incidence of the composite var-
iable for death and liver transplant was 4.4%, reaching
16.9% at 5 years. These rates are similar to the mortality
rates observed in a recent large retrospective cohort study
in adults with cirrhosis but without major life-limiting co-
morbidities.*®

Cirrhosis is the main risk factor for liver cancer (HCC
and cholangiocarcinoma), with 70%-90% of all detected
HCCs occurring in patients with chronic liver disease or
cirrhosis.” Moreover, retrospective and national registry
studies conducted in patients with cirrhosis of any etiology
have shown a twofold increased risk of extrahepatic can-
cers.””'° Our study closely followed patients with visits
every 6 months as part of an active surveillance program
for early detection of liver cancer, and we observed an 11-
fold risk of cancer in patients with cirrhosis compared to
the expected rates in a similar population without cirrhosis
(SIR 11.7,95% CI 8.6-16.1), where extrahepatic cancers ac-
counted for 44% of the total. Previous studies reported
lower SIRs than those yielded by our data, of 2.0-6.2 for
any cancer”® and 1.3 to 2.4 for extrahepatic cancer.””
These data reinforce the need for active surveillance
programs to detect liver cancer as well as the need to
actively search for other cancers in patients with liver
cirrhosis—something that currently does not take place.

Our analysis of possible risk factors for cancer in pa-
tients with cirrhosis made use of both a Cox regression
analysis and a semiparametric proportional subdistribu-
tion hazards model, as proposed by Fine and Gray to con-
trol for the potential influence of death and liver
transplant as competing risks. In this analysis, tobacco
use stands out as the only risk factor significantly associ-
ated with cancer of any type or of extrahepatic cancer in pa-
tients with cirrhosis. When the analysis was limited to liver
cancer, significant associations were observed for viral eti-
ology of cirrhosis, Child-Pugh score (B or C), and smoking
status. It is well established that the risk of HCC increases
with chronic hepatitis B and C and that the risk is associ-
ated with liver fibrosis.® In our cohort, the etiology of
cirrhosis was viral infection or viral infection combined
with alcohol in 36% and 9% of patients, respectively. Hep-
atitis C virus was responsible for the infection in 90% of
cases, but even though most patients received treatment
with direct-acting antivirals during follow-up, the cumula-
tive incidence of liver cancer was higher compared with
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Figure 1 A) Cumulative incidence function for death and liver transplant (Death + LTx) and all cancer. B) Cumulative incidence function for death and

liver transplant (Death + LTXx), liver cancer, and extrahepatic cancer.

cirrhosis of other etiologies (SHR 4.25, 95% CI 1.76-10.30)
surpassing the risk of death + liver transplant. These data
are in keeping with published data suggestive of a persis-
tent HCC risk in patients with advanced liver disease,
despite successful direct-acting antiviral treatment of hep-
atitis C virus.”” On the other hand, we did not observe a
significant association between viral etiology and extrahe-
patic cancer, which is consistent with a systematic litera-
ture review that was not able to draw definitive
conclusions because most of the available studies did not
confirm the existence of this association.”® In contrast, a
recent retrospective chart review study did find a signifi-
cant association between increasing levels of liver fibrosis
and increased risk of extrahepatic cancer in patients with
chronic viral hepatitis.17 A Child-Pugh score higher than

5 was a significant and independent risk factor for HCC
incidence at one year, as were viral etiology of cirrhosis,
age, race, diabetes, and male sex.”” Likewise, our patients
with Child-Pugh class B or C showed an increased risk of
liver cancer, independently of viral etiology or smoking sta-
tus. The association between liver cancer and tobacco use
has been called into question, because in many studies, it
was difficult to rule out confounding by other risk factors
such as alcohol or viral infections. A prospective case-
control study in 210 people showed that alcohol, tobacco,
and obesity interact synergistically to increase the risk of
HCC.”” A meta-analysis of epidemiological studies on
smoking, published in 2009, found a modest rise in liver
cancer in current smokers and a smaller increase in former
smokers.”’ More recently, a prospective cohort study in

6 © 2024 Indian National Association for Study of the Liver. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
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Table 4 Fine-Gray Multivariable analyses of Baseline Predictors of cumulative incidence of Outcomes.

Outcome variable Explanatory variable SHR (95% CI) P value
Overall cancer Tobacco

Never smoker Reference

Smoker 3.14 (1.33-7.38) 0.009

Former smoker 2.54 (1.08-5.98) 0.033
Liver cancer Etiology

No virus Reference

Virus 4.25 (1.76-10.30) 0.001

Tobacco

Never smoker Reference

Smoker 2.59 (0.78-8.58) 0.12

Former smoker 4.14 (1.38-12.42) 0.011

Child-Pugh score®

A Reference

B+C 2.55 (1.17-5.56) 0.019
Extrahepatic cancer Tobacco

Never smoker Reference

Smoker 3.04 (0.91-10.14) 0.045

Former smoker 1.69 (0.46-6.22) 0.37

SHR: subdistribution hazard ratio derived from Fine and Gray analyses; Cl: confidence interval. Fine—Gray analysis was performed to evaluate cancer
outcome with death-liver transplantation as a competing event.
@Due to the small number of patients with a baseline Child-Pugh score C (n = 7), categories B and C were grouped into a single category for regression

analysis.

504,646 Korean patients aged 40-80 years who underwent
routine health checkups for 10 years concluded that smok-
ing increased the risk of HCC, irrespective of viral hepati-
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Most of our patients reported abstaining from alcohol
in successive consultations throughout the study. Previous
reports suggest that abstinence from alcohol in moderate-
heavy drinkers improves cancer-related growth factors™
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Figure 2 Cumulative incidence function for death and liver transplant (Death + LTx) and all cancer in never smokers (A), current smokers (B), and
former smokers (C). In figure D, cumulative incidence of all cancers is represented according to smoking status. Differences in subdistribution hazards
between smokers and never smokers (P = 0.009) and between former smokers and never smokers (P = 0.033) were calculated using Gray'’s test.
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Figure 3 Cumulative incidence function for death and liver transplant (death + LTx) and liver cancer in non-viral cirrhosis (A) and viral cirrhosis (B).

and could, at least in theory, explain why alcohol is a less
important risk factor for cancer compared to tobacco in
an abstinent patient population. However, one limitation
of our study was not having carried out an effective verifi-
cation using objective methods to identify patients with
active alcohol consumption.

In our study, former smokers showed a significant and
independent association with HCC risk while in smokers,
the increased risk did not reach statistical significance.
These differences in risks between smokers and former
smokers may be because all the patients had cirrhosis,
and the influence of confounding risks, such as viral etiol-
ogy or the extent of liver dysfunction, may be greater than
that observed in patients with non-cirrhotic liver disease or
in the general population. Very similar results were

observed in the Cox regression analysis, supporting the
consistency of the observed effects despite the existence
of the competing risk of death + liver transplant.

Many of the variables analyzed in our study as risk fac-
tors can change over time. This is the case of analytical pa-
rameters, Child-Pugh and Meld scores, the appearance of
esophageal varices, smoking status, or the intake of
chronic drug treatments. As a consequence, we performed
a Cox regression analysis including these variables as time-
dependent covariates, confirming the role of tobacco in the
development of cancer in patients with cirrhosis.

Other variables reported to be related to changes in the
incidence of cancer, such as treatment with beta-
blockers,”* statins,”>”® metformin,’® proton pump inhibi-
tors,”” analytical parameters such as alpha-fetoprotein

8 © 2024 Indian National Association for Study of the Liver. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
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levels® or comorbidities such as diabetes,’” were not
significantly associated with the risk of cancer in our
cohort. The non-detection of these signals could be due
to differences with previous studies in the characteristics
of the patients who were included in our prospective study.
On the other hand, the power of the study to analyze each
of these variables is small given the reduced number of can-
cer events occurring in each of the subgroups.

Furthermore, our study has several limitations beyond
those inherent to its prospective observational design.
First, the dose-response relationship between cigarette
smoking and cancer incidence could not be estimated
because data about pack-years and time since quitting
were not available for all patients. Second, some factors
associated with the risk of developing cancer in the general
population, such as diet, body weight, BMI, and obesity,
were not considered. Diet was not included because a
detailed description of the patients’ diet was not available.
Moreover, body weight and related variables such as BMI
or obesity are troublesome in cirrhotic patients due to
the frequently observed protein-caloric malnutrition sta-
tus and the high intra-variability of weight values due to
recurrent episodes of water retention.

In conclusion, our prospective follow-up study observed
an 11-fold higher risk of cancer incidence in patients with
cirrhosis compared to the expected incidence based on data
in the general population. This increased risk occurs simi-
larly in liver cancer and in extrahepatic cancers, supporting
the need to expand current programs of active surveillance
of liver cancer to any type of cancer. Smoking is the main
risk factor for the development of cancer of any type in pa-
tients with cirrhosis, and it is also an independent risk fac-
tor for the development of liver cancer together with
already known factors such as viral etiology or severe liver
disease. These findings support the need for smoking
cessation interventions in patients with cirrhosis of the
liver.
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